
(57)【要約】

本発明は、関心対象の所望のポリペプチドに対する抗体

と結合するポリペプチドの同定および使用に関する。ナ

トリウム利尿ペプチドおよびこれらの前駆体、特にBNP

を一例として使用し、本発明は、生体試料中、最も好ま

しくは血液由来試料中に産生される、BNPに対する抗体

に結合する多くのナトリウム利尿ペプチド断片を記載す

る。このような断片の産生は、なかでも組織内へのナト

リウム利尿ペプチドの放出を誘発する事象の開始と試料

を入手または解析する時間との間の経過時間；試料獲得

と試料を解析した時間との間の経過時間；問題の組織試

料のタイプ；貯蔵条件；存在するタンパク質分解酵素の

量などの関数でありうる持続的なプロセスであることか

ら、正確な予後または診断の結果を提供するために、1

つまたは複数のナトリウム利尿ペプチドのためのアッセ

イ法をデザインするとき、およびこのようなアッセイ法

を行うときの両方においてこのような断片を使用しても

よい。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 10
7、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83
～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 精 製 さ れ た
BNP断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
　 断 片 の 1つ ま た は 複 数 の メ チ オ ニ ン 残 基 が 酸 化 さ れ て い る 、 請 求 項 1記 載 の 精 製 さ れ た BN
P断 片 。
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 BNPを ア ッ セ イ す る 方 法 ：
　 被 験 者 試 料 か ら 1つ ま た は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド を 捕 獲 す る 工 程 ； 並 び に 、
　 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 10
7、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83
～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も
1つ の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ 】
　 1つ ま た は 複 数 の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド が BNP77～ 108を 含 み 、 方 法 が BNP77～ 108の
存 在 ま た は 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 1つ ま た は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド が 臨 床 試 料 に 由 来 し 、 方 法 が 少 な く と も 1つ の 捕 獲 さ
れ た BNPポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 臨 床 パ ラ メ ー タ ー と 相 関 さ せ る 工 程 を さ ら に 含 む
、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 臨 床 パ ラ メ ー タ ー が 疾 患 の 徴 候 ま た は 症 状 で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 疾 患 の 徴 候 ま た は 症 状 が 心 臓 血 管 疾 患 で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 疾 患 が 脳 卒 中 、 鬱 血 性 心 不 全 （ CHF） 、 心 臓 虚 血 、 全 身 性 高 血 圧 、 お よ び 急 性 心 筋 梗 塞
症 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 BNPポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 、 試 験 試 料 を 得 た ヒ ト に お け る 将 来 の 有 害 事 象 の 確
率 に 対 し て 相 関 さ せ る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 将 来 の 有 害 事 象 が 、 脳 血 管 攣 縮 に よ っ て 生 じ る 血 管 損 傷 、 脳 卒 中 後 の 患 者 に お け る 遅 延
性 の 神 経 性 欠 損 の 発 症 、 死 、 心 筋 梗 塞 、 お よ び 鬱 血 性 心 不 全 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 少 な く と も 1つ の BNPの 生 体 分 子 イ ン タ ラ ク タ ー （ interactor） ま た は BNPポ リ ペ プ チ ド
に 対 す る 抗 体 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 、 お よ び 測 定 値 を 臨 床 パ ラ メ ー タ ー と 相 関 さ せ る 工
程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 BNP1～ 76、 BNP77～ 108、 BNP1～ 108、 お よ び プ レ -プ ロ BNPか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少
な く と も １ つ の BNPポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 、 お よ び 測 定 値
を 臨 床 パ ラ メ ー タ ー と 相 関 さ せ る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 臨 床 パ ラ メ ー タ ー が 急 性 冠 動 脈 症 候 群 で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 相 関 さ せ る 工 程 が 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP
30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、
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BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 相 関 さ せ る 、 請 求 項 5記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 に よ っ て 捕 獲 さ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 抗 体 が 試 料 か ら の 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド を 捕 獲 す る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 の プ ー ル で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 捕 獲 す る 工 程 が ：
　 支 持 体 の 表 面 に 付 着 し た 抗 体 を 含 む SELDIプ ロ ー ブ を 提 供 す る 工 程 ；
　 抗 体 を 試 料 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 抗 体 が 試 料 か ら の BNPポ リ ペ プ チ ド を 捕 獲 す る
工 程 を 含 み ； か つ
　 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 が 、 SELDIに よ っ て 少 な く と も 1つ の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド
の 存 在 ま た は 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 SELDIが ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 表 面 を 有 す る SELDIバ イ オ チ ッ プ を 使 用 し て 行 わ れ る 、 請 求
項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 1つ ま た は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド が 生 物 特 異 的 捕 獲 試 薬 に よ っ て 捕 獲 さ れ る 、 請 求 項 3
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 1つ ま た は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド が ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 吸 着 剤 に よ っ て 捕 獲 さ れ る 、 請
求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 1つ ま た は 複 数 の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド イ ン タ ラ
ク タ ー を 捕 獲 し 、 か つ 測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 1つ ま た は 複 数 の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド が 質 量 分 析 に よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 3
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 1つ ま た は 複 数 の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド が SELDIに よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 23記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 捕 獲 す る 工 程 が 、 群 よ り 選 択 さ れ る 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド を 捕 獲 し 、 か つ 特 異 的 に 測
定 す る 工 程 が 、 群 よ り 選 択 さ れ る 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 測 定 す る 、 請 求 項 3記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 BNPに 関 連 し た 病 態 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 第 1の ク ラ ス の 複 数 の 試 料 の 各 々 か ら 選 択 さ
れ る 1つ も し く は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 ；
　 BNPに 関 連 し た 病 態 が 存 在 し な い こ と に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 第 2の ク ラ ス の 複 数 の 試 料
か ら 、 該 1つ も し く は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 ； お
よ び
　 測 定 値 に 基 づ い て 、 試 験 試 料 を 第 1の ク ラ ス ま た は 第 2の ク ラ ス に 分 類 す る 分 類 モ デ ル を
開 発 す る 工 程
を 含 む 、 試 験 試 料 の 病 態 を 分 類 す る 方 法 で あ っ て 、
　 BNPポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 1つ が 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85
、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 1
08、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106
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か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 BNPポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 1つ が BNP77～ 108で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 1つ ま た は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド が 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85
、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 1
08、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 複 数 の 断 片 を 含 む 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 複 数 の 断 片 が SELDIに よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
　 （ a） BNP1～ 76、 BNP77～ 108、 BNP1～ 108、 お よ び プ レ プ ロ -BNPか ら な る 第 1の 群 よ り 選
択 さ れ る 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド と 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP
53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BN
P69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79
～ 106か ら な る 第 2の 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド と を 含 む BNPポ リ
ペ プ チ ド を 、 試 料 か ら 捕 獲 す る 工 程 ； 並 び に 、
　 （ b） 第 1の 群 も し く は 第 2の 群 ま た は そ の 両 方 か ら 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的
に 測 定 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド が 第 1の 群 か ら の も の で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド が 第 2の 群 か ら の も の あ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 が 、 第 1の 群 か ら の 少 な く と も 1つ の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド
の 量 お よ び 第 2の 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド の 量 を 特
異 的 に 測 定 す る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 そ れ ぞ れ の 特 異 的 に 測 定 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド の 量 の 相 対 比 を 決 定 す る 工 程 を さ ら に
含 む 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 BNPポ リ ペ プ チ ド が 生 物 特 異 的 捕 獲 試 薬 に よ っ て 捕 獲 さ れ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 BNPポ リ ペ プ チ ド が ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 吸 着 剤 に よ っ て 捕 獲 さ れ る 、 請 求 項 35記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 第 2の 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を さ
ら に 含 む 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 BNPポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド を 捕 獲 し 、 か つ 測 定 す る 工 程 を さ ら に 含
む 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 が 質 量 分 析 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 が 親 和 性 質 量 分 析 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 試 料 が 被 験 者 試 料 で あ り 、 方 法 が 、 特 異 的 に 測 定 し た BNPポ リ ペ プ チ ド を 被 験 者 の 臨 床
パ ラ メ ー タ ー と 相 関 さ せ る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
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　 臨 床 パ ラ メ ー タ ー が 急 性 冠 動 脈 症 候 群 の 有 無 で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 BNP断 片 と 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド を 発 見 す る た め の 方 法 で あ っ て ：
　 （ a） BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP1
1～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 B
NP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る BNP断
片 を 生 物 特 異 的 捕 獲 試 薬 で 捕 獲 す る 工 程 ；
　 （ b） 生 物 特 異 的 捕 獲 試 薬 ま た は BNP断 片 に 結 合 し て い な い 分 子 を 除 去 す る 工 程 ； お よ び
　 （ c） 捕 獲 さ れ た BNP断 片 に 結 合 し た 分 子 を 測 定 す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 分 子 が SELDIに よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
　 （ a） 被 験 者 を 表 す 複 数 の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト を 含 む 学 習 セ ッ ト を 提 供 す る 工 程 で あ っ
て 、 そ れ ぞ れ の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト が 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85
、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 1
08、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 10か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る BNPポ リ ペ プ チ ド の 特 異 的 な 測 定 値 を 表 す デ ー タ を 含 む 、 工 程 ；
お よ び
　 （ b） 少 な く と も 1つ の 特 異 的 な 測 定 値 と 臨 床 パ ラ メ ー タ ー と の 間 の 相 関 を 決 定 す る 工 程
。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 学 習 セ ッ ト を 提 供 す る 工 程 が ：
　 i.試 料 か ら の BNPポ リ ペ プ チ ド を 抗 体 で 捕 獲 す る 工 程 、 お よ び
　 ii.群 よ り 選 択 さ れ る BNP断 片 を 含 む BNPポ リ ペ プ チ ド の 1つ ま た は 複 数 を 特 異 的 に 測 定 す
る 工 程 、
を 含 む 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 1つ ま た は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド が SELDIに よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 46記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
　 （ a） 被 験 者 を 表 す 複 数 の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト を 含 む 学 習 セ ッ ト を 提 供 す る 工 程 で あ っ
て 、 そ れ ぞ れ の 被 験 者 は 、 複 数 の 異 な る 臨 床 パ ラ メ ー タ ー の 少 な く と も 1つ に 分 類 さ れ て
お り 、 そ れ ぞ れ の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト は 、 被 験 者 試 料 か ら の 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド の 特
異 的 な 測 定 値 を 表 す デ ー タ を 含 み 、 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド は 、 BNP79～ 108、 BN
P77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BN
P69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103
、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る BNP断 片 で あ る 工 程 ； お よ び 、
　 （ b） 学 習 セ ッ ト で 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム を 訓 練 す る こ と に よ り 、 臨 床 パ ラ メ ー タ ー に 従 っ
て デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト を 分 類 す る 分 類 モ デ ル を 作 製 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 臨 床 パ ラ メ ー タ ー が 、 疾 患 の 有 無 ； 疾 患 の リ ス ク 、 疾 患 段 階 ； 疾 患 治 療 に 対 す る 応 答 ；
お よ び 疾 患 の ク ラ ス か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 学 習 セ ッ ト が BNPポ リ ペ プ チ ド の ポ リ ペ プ チ ド イ ン タ ラ ク タ ー の 特 異 的 な 測 定 値 を 表 す
デ ー タ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 学 習 セ ッ ト を 提 供 す る 工 程 が ：
　 i.試 料 か ら の BNPポ リ ペ プ チ ド を 抗 体 で 捕 獲 す る 工 程 、 お よ び
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　 ii.捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 、
を 含 む 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 捕 獲 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が SELDIに よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 51記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム が 教 師 無 し （ unsupervised） で あ る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム が 教 師 付 き （ supervised） で あ り 、 そ れ ぞ れ の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト が
被 験 者 の 臨 床 パ ラ メ ー タ ー を 表 す デ ー タ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 臨 床 パ ラ メ ー タ ー が 未 知 の 被 験 者 か ら の 被 験 者 デ ー タ に 対 し て 分 類 モ デ ル を 使 用 し 、 臨
床 パ ラ メ ー タ ー に 従 っ て 被 験 者 を 分 類 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 臨 床 パ ラ メ ー タ ー が 急 性 冠 動 脈 症 候 群 の 有 無 で あ る 、 請 求 項 55記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 教 師 付 き 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム が 、 直 線 回 帰 プ ロ セ ス 、 二 分 決 定 木 （ binary decision tree
） 、 人 工 神 経 回 路 網 、 判 別 分 析 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 分 類 子 、 再 帰 分 割 法 、 お よ び サ ポ ー ト ベ
ク タ ー 分 類 子 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 教 師 付 き 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム が 、 再 帰 分 割 法 で あ る 、 請 求 項 54記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 BNP免 疫 ア ッ セ イ 法 の た め の 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー を 認 定 （ qualify） す る た め
の 方 法 で あ っ て ：
　 （ a） 指 定 さ れ た 濃 度 の 1つ ま た は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド を 含 む 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ
レ ー タ ー を BNP免 疫 ア ッ セ イ に 提 供 す る 工 程 ；
　 （ b） キ ャ リ ブ レ ー タ ー か ら の ポ リ ペ プ チ ド を BNPポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で 捕 獲 す る
工 程 ； 並 び に
　 （ c） BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP1
1～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 B
NP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く
と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を 含 み 、 こ れ に よ り 測 定 さ れ た 量 が
、 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー の 品 質 の 指 標 を 提 供 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 BNP1～ 76、 BNP77～ 108、 BNP1～ 108、 お よ び プ レ -プ ロ BNPか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少
な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 59記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 抗 体 に よ っ て 捕 獲 さ れ た 総 ポ リ ペ プ チ ド の 関 数 と し て 、 BNP1～ 76、 BNP77～ 108、 BNP1～
108、 お よ び プ レ -プ ロ BNPか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド の
量 を 決 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 60記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 抗 体 が 、 商 業 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 に お け る 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー と 共 に 使 用 さ
れ る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 59記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 量 が SELDIに よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 59記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 BNPポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 試 薬 を 認 定 す る た め の 方 法 で あ っ
て ：
　 （ a） 質 量 分 析 に よ っ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン 試 薬 を 解 析 す る 工 程 ； お よ び 、
　 （ b） 試 薬 中 の 無 処 理 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 断 片 の 相 対 量 を 決 定 す る
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工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 BNP免 疫 ア ッ セ イ 用 の 抗 体 試 薬 中 に お け る 、 BNPポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 修 飾 型 抗 体 を 測 定
す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 試 薬 中 の 無 修 飾 型 抗 体 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び 無 修 飾 抗 体 の 測 定 値 を 修 飾 型 抗 体 の 測 定
値 と 比 較 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 65記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 65記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 免 疫 ア ッ セ イ 較 正 試 料 中 の 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66
～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP
80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の BNP断 片 の 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 65
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 測 定 が SELDIに よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 65記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 10
7、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83
～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る BNP断 片 の
少 な く と も 1つ に 特 異 的 に 結 合 す る が 全 て に 結 合 し な い 抗 体 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 群 よ り 選 択 さ れ る BNP断 片 の 一 つ お よ び 一 つ の み と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 70記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 抗 体 を 選 択 す る 方 法 で あ っ て ：
　 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 10
7、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83
～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 複 数 の 断 片
を 提 供 す る 工 程 、 お よ び
　 該 複 数 の 断 片 に 結 合 す る 1つ ま た は 複 数 の 抗 体 を 同 定 し て 該 選 択 し た 抗 体 を 提 供 す る 工
程 、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 選 択 さ れ た 抗 体 が 複 数 の 個 々 の 抗 体 を プ ー ル す る こ と よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 73記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 選 択 さ れ た 抗 体 が 複 数 の 断 片 の そ れ ぞ れ の メ ン バ ー に 共 通 な 領 域 と 結 合 す る 抗 体 を 選 択
す る こ と よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 選 択 さ れ た 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 選 択 さ れ た 抗 体 が フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ よ っ て 同 定 さ れ る 、 請 求 項 73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 選 択 さ れ た 抗 体 が オ ム ニ ク ロ ー ナ ル （ Omniclonal） 抗 体 で あ る 、 請 求 項 73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 選 択 さ れ た 抗 体 を 固 相 に 結 合 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
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　 検 出 可 能 な 標 識 に 対 し て 選 択 さ れ た 抗 体 を 抱 合 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 73記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 複 数 の 断 片 が 複 数 の プ レ プ ロ -BNPの 断 片 で あ る 、 請 求 項 73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 複 数 の 断 片 が 複 数 の BNP1～ 108の 断 片 を 含 む 、 請 求 項 73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 複 数 の 断 片 が 複 数 の BNP77～ 108の 断 片 を 含 む 、 請 求 項 73記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 複 数 の 断 片 が BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 10
6、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81
～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 1つ ま た は 複 数 の BNP1～ 108断 片 を 含 む 、 請 求 項 83記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 抗 体 が 、 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 断 片 に 対 す る 特 異 的 な 結 合 を 欠 い て い る 、
請 求 項 83記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
技 術 分 野
　 本 発 明 は 、 生 物 学 的 に 活 性 な ペ プ チ ド に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 生 物 学 的 ペ プ チ ド が 産
生 さ れ る と き に 産 生 さ れ る ペ プ チ ド 、 お よ び 上 述 し た ペ プ チ ド の 前 駆 体 の 同 定 お よ び 使 用
に 関 す る 。 な お 、 本 出 願 は 、 2003年 4月 17日 に 出 願 さ れ た 一 部 継 続 出 願 USSN 10/419,059で
あ り 、 そ の 全 体 が 全 て の 目 的 の た め に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る 。 ま た 、 本 出 願 は 、 2003
年 4月 28日 に 出 願 さ れ た 仮 出 願 60/466,358（ そ の 全 体 が 全 て の 目 的 の た め に 参 照 と し て 組
み 入 れ ら れ る ） の 非 仮 出 願 で あ り 、 そ の 利 益 を 主 張 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 本 発 明 の 背 景 に 関 す る 以 下 の 議 論 は 、 単 に 本 発 明 を 理 解 す る 上 で 読 み 手 を 助 け る た め に
提 供 す る も の で あ り 、 本 発 明 の 先 行 技 術 を 記 述 ま た は 構 成 す る も の と 認 め る も の で は な い
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド は 、 レ ニ ン -ア ン ジ オ テ ン シ ン 系 の 活 性 に 対 抗 す る よ う に 体 内
で 作 用 す る 一 群 の 天 然 に 存 在 す る 物 質 で あ る 。 3つ の 主 要 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド が あ る
： 心 房 に お い て 合 成 さ れ る 心 房 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （ ANP） ； 心 室 に お い て 合 成 さ
れ る 脳 型 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （ BNP） ； お よ び 脳 に お い て 合 成 さ れ る C型 ナ ト リ ウ ム 利
尿 ペ プ チ ド （ CNP） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 成 熟 A型 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （ ANP） （ 心 房 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド と も 称 す る ）
は 、 心 房 膨 満 、 ア ン ジ オ テ ン シ ン II刺 激 、 エ ン ド セ リ ン 、 お よ び 交 感 神 経 刺 激 （ β -ア ド
レ ナ リ ン 受 容 体 を 媒 介 ） に 応 答 し て 心 房 筋 細 胞 に よ っ て 合 成 さ れ 、 貯 蔵 さ れ 、 お よ び 放 出
さ れ る 28ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド で あ る 。 成 熟 ANPは 、 前 駆 体 分 子 （ プ ロ -ANP） と し て 合 成 さ
れ 、 タ ン パ ク 分 解 性 の 切 断 に よ っ て 活 性 型 に 変 換 さ れ る 。 心 房 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （
ANP99-126） 自 体 に 加 え て 、 そ の N-末 端 プ ロ ホ ル モ ン ・ セ グ メ ン ト か ら の 直 鎖 ペ プ チ ド 断
片 も ま た 、 生 物 活 性 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 成 熟 B型 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （ BNP） （ 脳 型 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド と も 呼 ば れ る ）
は 、 32ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 系 に 関 与 し て 血 圧 お よ び 体 液 平 衡 を 調 節 す る 4kDa
の ペ プ チ ド で あ る （ Bonow、 R. O., Circulation 93： 1946-1950, 1996） 。 BNPの 前 駆 体 は
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、 本 明 細 書 に お い て 「 プ ロ -BNP」 と 称 さ れ る 108ア ミ ノ 酸 分 子 と し て 合 成 さ れ 、 タ ン パ ク
質 加 水 分 解 で 「 NTプ ロ BNP」 と 称 さ れ る 76ア ミ ノ 酸 の N末 端 ペ プ チ ド （ ア ミ ノ 酸 1～ 76） 、
お よ び BNPま た は BNP 32と 称 さ れ る 32ア ミ ノ 酸 の 成 熟 ホ ル モ ン （ ア ミ ノ 酸 77～ 108） に プ ロ
セ シ ン グ さ れ る 。 こ れ ら の 種 － NTプ ロ -BNP、 BNP-32、 お よ び プ レ -プ ロ -BNPの そ れ ぞ れ は
、 ヒ ト 血 漿 中 で 循 環 で き る こ と が 示 唆 さ れ て い る （ Tateyama et al., Biochem. Biophys.
 Res. Commun. 185： 760-7, 1992； Hunt et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.214：
1175-83, 1995） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 成 熟 C型 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （ CNP） は 、 22ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド で あ り 、 ヒ ト 脳 に お い
て 一 次 活 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （ primary active natriuretic peptide） で あ り ； CN
Pは 、 ま た 、 一 酸 化 窒 素 （ NO） と 同 様 に 作 用 す る 血 管 内 皮 由 来 拡 張 因 子 で あ る と 考 え ら れ
る （ Davidson et al., Circulation 93： 1155-9, 1996） 。 CNPは 、 A型 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ
プ チ ド （ ANP） お よ び B型 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （ BNP） に 構 造 的 に 関 連 す る が 、 ANPお よ
び BNPは 、 心 筋 に お い て 主 に 合 成 さ れ る も の の 、 CNPは 、 前 駆 体 （ プ ロ -CNP） と し て 血 管 内
皮 に お い て 合 成 さ れ る （ Prickett et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 286： 513-7
, 2001） 。 CNPは 、 動 脈 お よ び 静 脈 の 両 方 に 対 し て 血 管 拡 張 効 果 を 有 す る と 考 え ら れ 、 血
管 平 滑 筋 細 胞 の 細 胞 内 cGMP濃 度 を 増 大 す る こ と に よ っ て 静 脈 に 対 し て 主 に 作 用 す る こ と が
報 告 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ANPお よ び BNPは 、 心 房 お よ び 心 室 の 伸 張 に 応 答 し て そ れ ぞ れ 放 出 さ れ 、 血 管 緊 張 低 下 、
副 腎 皮 質 に お け る ア ル ド ス テ ロ ン 分 泌 の 阻 害 、 お よ び 腎 臓 の 中 の レ ニ ン 分 泌 の 阻 害 を 引 き
起 こ す と 考 え ら れ る 。 ANPお よ び BNPは い ず れ も 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 お よ び 血 管 内 体 積 の 減 少
を 引 き 起 こ し 、 効 果 は 、 拮 抗 作 用 抗 利 尿 ホ ル モ ン （ ADH） に よ っ て 増 幅 さ れ る 。 CNPの 生 理
的 な 効 果 は 、 ANPお よ び BNPの も の と は 異 な り ； CNPは 、 降 圧 効 果 を 有 す る が 、 有 意 な 利 尿
ま た は ナ ト リ ウ ム 利 尿 作 用 は な い 。 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 血 液 濃 度 の 増 大 は 、 一 定 の
疾 病 状 態 に お い て 見 い だ さ れ て お り 、 脳 卒 中 、 鬱 血 性 心 不 全 （ CHF） 、 心 臓 虚 血 、 全 身 性
の 高 血 圧 、 お よ び 急 性 心 筋 梗 塞 症 を 含 む こ れ ら の 疾 患 の 病 態 生 理 に お け る 役 割 を 示 唆 す る
。 例 え ば 、 WO 02/089657； WO 02/083913； お よ び WO 03/016910を 参 照 さ れ た い （ そ れ ぞ れ
、 全 て の 表 、 図 、 お よ び 請 求 の 範 囲 を 含 む そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド は 、 単 独 で 、 集 団 で 、 お よ び ／ ま た は さ ら な る タ ン パ ク
質 と 共 に 、 種 々 の 心 血 管 症 状 の 疾 患 マ ー カ ー お よ び 予 後 の 指 標 と し て 役 立 ち 得 る 。 例 え ば
、 BNPは 、 心 室 に お い て 合 成 さ れ 、 左 心 室 圧 、 呼 吸 困 難 の 量 、 お よ び 神 経 ホ ル モ ン の 調 整
状 態 と 相 関 し て お り 、 こ の ペ プ チ ド が 心 不 全 の た め の 最 初 の 潜 在 的 マ ー カ ー と な る 。 血 漿
BNP濃 度 の 測 定 は 、 明 ら か に 心 不 全 を 発 症 す る 可 能 性 が あ っ て 、 高 リ ス ク の 心 血 管 事 象 を
有 す る で あ ろ う LV収 縮 期 の 機 能 障 害 の 病 因 お よ び 程 度 を 問 わ ず 、 種 々 の 心 臓 異 常 を も つ 患
者 を 同 定 す る た め の 非 常 に 効 率 的 か つ 費 用 効 果 的 な 集 団 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 と し て 進 化 し
て い る 。 CHF患 者 の 診 断 お よ び 管 理 の 助 け と な る と 考 え ら れ る 単 純 な 血 液 検 査 の 発 見 は 、
疾 患 に 関 係 す る 驚 異 的 な 費 用 に 対 し て 有 利 な 影 響 を 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 循 環 か ら の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 除 去 は 、 主 に 循 環 に お け る ク リ ア ラ ン ス 受 容 体 に
対 す る 結 合 お よ び 酵 素 分 解 に よ る 影 響 を 受 け る 。 例 え ば 、 Cho et al., Heart Dis. 1：  3
05-28, 1999；  Smith et al., J. Endocrinol. 167： 239-46, 2000を 参 照 さ れ た い 。 さ ら
に 、 ヒ ト ・ プ ロ -BNPは 、 血 清 中 で プ ロ セ シ ン グ さ れ 、 そ の 結 果 、 循 環 プ レ -プ ロ -BNPは 無
処 理 の 108ア ミ ノ 酸 形 態 で あ る 可 能 性 は 低 い 。 Hunt et al., Peptides 18：  1475-81, 199
7。 し か し 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 安 定 性 に つ い て の い く つ か の 混 乱 が 、 特 に 血 液 （
例 え ば 、 血 清 、 血 漿 、 全 血 ） 由 来 の 試 料 に お い て 報 告 さ れ た 。 例 え ば 、 Norman et al. （
Biochem. Biophys. Res. Commun. 28：  175：  22-30, 1991） は 、 中 性 エ ン ド ペ プ チ ダ ー
ゼ が 、 残 基 2と 3の 間 、 残 基 4と 5の 間 、 お よ び 残 基 17と 18の 間 で ヒ ト BNPを 切 断 す る こ と が
で き る こ と を 報 告 し 、 Smith et al. （ J. Endocrinol. 167：  239-46, 2000） は 、 ヒ ト BN
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Pが 、 精 製 さ れ た 中 性 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ に よ っ て 有 意 に 分 解 さ れ な い こ と を 報 告 し て い
る 。 同 様 に 、 Shimizu et al. （ Clin. Chem. Acta 305：  181-6, 2001） , Gobinet-Georg
es et al. （ Clin. Chem. Lab. Med. 38：  519-23, 2000） お よ び Murdoch et al. （ Hear
t 78：  594-7, 1997） は 、 BNPが 、 一 定 の 血 液 由 来 試 料 中 、 ま た は 血 液 を 一 定 の 条 件 下 で
収 集 し た と き に は 安 定 で あ る こ と を 報 告 す る 。 Shimizu et al. （ Clin. Chem. Acta 316
：  129-35, 2002） に よ る 最 近 の 報 告 で は 、 全 血 中 の 94%の BNPが 、 2つ の ア ミ ノ 末 端 残 基 が
除 去 さ れ た 消 化 さ れ た 形 態 で あ っ た こ と ； お よ び 血 漿 中 の BNPが 、 多 く の 未 同 定 の 形 態 に
分 解 さ れ た こ と を 示 す 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106
、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～
108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
精 製 さ れ た BNP断 片 を 提 供 す る 。 任 意 に 、 断 片 の 1つ ま た は 複 数 の メ チ オ ニ ン 残 基 は 、 酸 化
さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 種 々 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 プ レ -プ ロ -BNP、 BNP1～ 108、 BNP1～ 76、 お よ び BNP77
～ 108以 外 の 任 意 の 精 製 さ れ た 、 お よ び 好 ま し く は 実 質 的 に 精 製 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド に
関 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53
～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP6
9～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～
106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 実 質 的 に 精 製 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド に 関
す る 。 任 意 に 、 BNP80～ 108、 BNP30～ 106、 BNP86～ 108、 BNP77～ 107、 BNP77～ 106、 BNP77
～ 103、 BNP1～ 13、 お よ び BNP62～ 76は 、 こ れ ら の 個 々 に 精 製 さ れ た 形 態 に お い て 除 外 さ れ
る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 1つ ま た は 複 数 の 精 製 さ れ た 、 お よ び 好 ま し く は 実 質 的 に 精 製 さ れ た
、 成 熟 し た ANP、 BNP、 お よ び CNP、 こ れ ら の 前 駆 体 分 子 、 並 び に 前 駆 体 分 子 を 成 熟 ANP、 BN
P、 お よ び CNPペ プ チ ド に 切 断 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ た 断 片 以 外 の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ
チ ド 断 片 に も 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 BNPを ア ッ セ イ す る 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 被 験 者 試 料 か ら 1つ ま
た は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド を 捕 獲 す る 工 程 ； お よ び 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～
86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～
107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ
び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド の 存
在 ま た は 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を 必 要 と す る 。 好 ま し い BNPポ リ ペ プ チ ド は 、 BNP77～
106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～
100、 お よ び BNP76～ 107を 含 む 。 任 意 に 、 1つ ま た は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド は 、 臨 床 試 料
に 由 来 し 、 本 方 法 は 、 少 な く と も 1つ の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 臨 床
パ ラ メ ー タ ー と 相 関 さ せ る こ と を さ ら に 含 む 。 任 意 に 、 本 方 法 は 、 BNP1～ 76、 BNP77～ 108
、 BNP1～ 108、 お よ び プ レ -プ ロ BNPか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ
プ チ ド を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 、 並 び に 測 定 値 を 臨 床 パ ラ メ ー タ ー と 相 関 さ せ る 工 程 を さ
ら に 含 む 。 任 意 に 、 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 は 、 質 量 分 析 に よ っ て 行 わ れ る 。 任 意 に 、 捕 獲
す る 工 程 は 、 支 持 体 の 表 面 に 付 着 さ れ た 抗 体 を 含 む SELDIプ ロ ー ブ を 提 供 す る 工 程 ； 抗 体
を 試 料 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 抗 体 が 試 料 か ら の BNPポ リ ペ プ チ ド を 捕 獲 す る 工 程 を
含 み ； 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 は 、 SELDIに よ っ て 少 な く と も 1つ の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ
チ ド の 存 在 ま た は 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を 含 む 。 任 意 に 、 捕 獲 す る 工 程 は 、 群 よ り 選
択 さ れ る 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド を 捕 獲 し 、 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 で は 、 群 よ り 選 択 さ れ
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る 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 測 定 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 試 験 試 料 の 病 態 を 分 類 す る 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 BNPに 関 連 し
た 病 態 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 第 1の ク ラ ス の 複 数 の 試 料 の 各 々 か ら 選 択 さ れ る 1つ も し く
は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 方 法 を 必 要 と す る 。 第 2の ク
ラ ス の 複 数 の 試 料 か ら の 該 1つ も し く は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 は 、 特 異 的
に 測 定 さ れ 、 第 2の ク ラ ス は 、 BNPに 関 連 し た 病 態 が 存 在 し な い こ と に よ っ て 特 徴 づ け ら れ
る 。 分 類 モ デ ル は 、 試 験 試 料 を 第 1の ク ラ ス ま た は 第 2の ク ラ ス に 分 類 す る 測 定 値 に 基 づ く
。 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド は 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85
、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 1
08、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も 1つ の そ の 他 の BNPポ リ ペ プ チ ド を 含 む 試 料 中 の プ レ -プ ロ -BNP、 B
NP1～ 76、 BNP77～ 108、 ま た は BNP1～ 108を 特 異 的 に 測 定 す る た め の 方 法 を さ ら に 含 む 。 本
方 法 は 、 BNP1～ 76、 BNP77～ 108、 BNP1～ 108、 お よ び プ レ -プ ロ -BNPか ら な る 第 1の 群 よ り
選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド と 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 B
NP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、
BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP
79～ 106か ら な る 第 2の 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド と を 含 む BNPポ
リ ペ プ チ ド を 試 料 か ら 捕 獲 す る 工 程 ； 並 び に （ b） 第 1の 群 か ら 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ
ド を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を 必 要 と す る 。 任 意 に 、 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 で は 、 第 1の 群
か ら の 少 な く と も 1つ の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド の 量 お よ び 第 2の 群 か ら 選 択 さ れ る 少
な く と も 1つ の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド の 量 を 特 異 的 に 測 定 し 、 本 方 法 は 、 そ れ ぞ れ の
特 異 的 に 測 定 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド の 量 の 相 対 比 を 決 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 BNP断 片 と 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド を 発 見 す る た め の 方 法 を さ ら に 提 供 す
る 。 本 方 法 は 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 10
6、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81
～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る BNP断 片 を 生 物 特 異 的 捕 獲 試 薬 で 捕 獲 す る 工 程 を 必 要 と す る 。 生 物 特 異 的 捕 獲 試 薬 ま た
は BNP断 片 に 結 合 し て い な い 分 子 は 、 除 去 さ れ る 。 捕 獲 さ れ た BNP断 片 に 結 合 し た 分 子 は 、
測 定 さ れ る 。 任 意 に 、 分 子 は 、 親 和 性 質 量 分 析 に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 少 な く と も 1つ の 特 異 的 な 測 定 値 と 臨 床 パ ラ メ ー タ ー と の 間 の 相 関 を 決 定 す
る 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 被 験 者 を 表 す 複 数 の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト を 含 む 学 習 セ ッ ト
を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト が 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、
BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、
BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 10
8、 お よ び BNP79～ 10か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る BNPポ リ ペ プ チ ド の 特 異 的 な 測 定 値 を 表 す
デ ー タ を 含 む 、 工 程 ； 並 び に （ b） 少 な く と も 1つ の 特 異 的 な 測 定 と 臨 床 パ ラ メ ー タ ー と の
間 の 相 関 を 決 定 す る 工 程 を 必 要 と す る 。 任 意 に 、 学 習 セ ッ ト を 提 供 す る 工 程 は ： 試 料 か ら
の BNPポ リ ペ プ チ ド を 抗 体 で 捕 獲 す る 工 程 、 お よ び 群 よ り 選 択 さ れ る BNP断 片 を 含 む BNPポ
リ ペ プ チ ド の 1つ ま た は 複 数 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 臨 床 パ ラ メ ー タ ー に 従 っ て デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト を 分 類 す る 方 法 を 提 供 す る 。
本 方 法 は 、 被 験 者 を 表 す 複 数 の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト を 含 む 学 習 セ ッ ト を 提 供 す る 工 程 で あ
っ て 、 そ れ ぞ れ の 被 験 者 は 、 複 数 の 異 な る 臨 床 パ ラ メ ー タ ー の 少 な く と も 1つ に 分 類 さ れ
て お り 、 そ れ ぞ れ の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト は 、 被 験 者 試 料 か ら の 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド の
特 異 的 な 測 定 値 を 表 す デ ー タ を 含 み 、 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド は 、 BNP79～ 108、
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BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、
BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 1
03、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る BNP断 片 で あ る 、 工 程 ； 並 び
に 学 習 セ ッ ト で 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム を 訓 練 す る こ と に よ り 、 臨 床 パ ラ メ ー タ ー に 従 っ て デ ー
タ オ ブ ジ ェ ク ト を 分 類 す る 分 類 モ デ ル を 作 製 す る 工 程 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 任 意 に 、 臨 床 パ ラ メ ー タ ー は 、 疾 患 の 有 無 ； 疾 患 の リ ス ク 、 疾 患 段 階 ； 疾 患 治 療 に 対 す
る 応 答 ； お よ び 疾 患 の ク ラ ス か ら 選 択 さ れ る 。 任 意 に 、 学 習 セ ッ ト は 、 BNPポ リ ペ プ チ ド
の ポ リ ペ プ チ ド イ ン タ ラ ク タ ー （ interactor） の 特 異 的 な 測 定 値 を 表 す デ ー タ を さ ら に 含
む 。 任 意 に 、 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 教 師 無 し で あ る 。 任 意 に 、 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 教 師
付 き で あ り 、 そ れ ぞ れ の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト は 、 被 験 者 の 臨 床 パ ラ メ ー タ ー を 表 す デ ー タ
を さ ら に 含 む 。 任 意 に 、 臨 床 パ ラ メ ー タ ー に 従 っ て 被 験 者 を 分 類 す る た め に 、 臨 床 パ ラ メ
ー タ ー が 未 知 の 被 験 者 か ら の 被 験 者 デ ー タ に 対 し て 分 類 モ デ ル 。 任 意 に 、 臨 床 パ ラ メ ー タ
ー は 、 急 性 冠 動 脈 症 候 群 の 有 無 で あ る 。 任 意 に 、 教 師 付 き 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 直 線 回 帰
プ ロ セ ス 、 二 分 決 定 木 （ binary decision tree） 、 人 工 神 経 回 路 網 、 判 別 分 析 、 ロ ジ ス テ
ィ ッ ク 分 類 子 、 再 帰 分 割 法 、 お よ び サ ポ ー ト ベ ク タ ー 分 類 子 か ら 選 択 さ れ る 。 任 意 に 、 教
師 付 き 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 再 帰 分 割 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 BNP免 疫 ア ッ セ イ 法 の た め の 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー を 認 定 （ qualify
） す る た め の 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 指 定 さ れ た 濃 度 の 1つ ま た は 複 数 の BNPポ
リ ペ プ チ ド を 含 む 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー を BNP免 疫 ア ッ セ イ に 提 供 す る 工 程 を 必
要 と す る 。 キ ャ リ ブ レ ー タ ー か ら の ポ リ ペ プ チ ド は 、 BNPポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 に よ
っ て 捕 獲 さ れ る 。 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～
106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP8
1～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 少 な く と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド の 量 が 特 異 的 に 測 定 さ れ 、 こ れ に よ り 測 定 さ れ た 量 は
、 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー の 品 質 の 指 標 を 提 供 す る 。 任 意 に 、 本 方 法 は 、 BNP1～ 76
、 BNP77～ 108、 BNP1～ 108、 お よ び プ レ -プ ロ BNPか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ
の BNPポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 。 任 意 に 、 本 方 法 は 、 抗 体 に よ
っ て 捕 獲 さ れ た 総 ポ リ ペ プ チ ド の 関 数 と し て 、 BNP1～ 76、 BNP77～ 108、 BNP1～ 108、 お よ
び プ レ -プ ロ BNPか ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド の 量 を 決 定 す る 工 程 を さ
ら に 含 む 。 任 意 に 、 量 は 、 親 和 性 質 量 分 析 に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 BNPポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 試 薬 を 認 定 す る た め の
方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 質 量 分 析 に よ っ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン 試 薬 を 解 析 す る 工 程
； お よ び 試 薬 中 の 無 処 理 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 断 片 の 相 対 量 を 決 定 す る
工 程 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 BNP免 疫 ア ッ セ イ の た め に 抗 体 試 薬 中 の BNPポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 修 飾 型 抗 体
を 測 定 す る 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 任 意 に 、 本 方 法 は 、 試 薬 中 の 無 修 飾 型 抗 体 を 測 定 す る
工 程 お よ び 無 修 飾 抗 体 の 測 定 値 を 修 飾 型 抗 体 の 測 定 値 と 比 較 す る 工 程 を さ ら に 含 む 。 任 意
に 、 本 方 法 は 、 免 疫 ア ッ セ イ 較 正 試 料 中 の BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～
85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69
～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 1
06か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の BNP断 片 の 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を さ ら
に 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 NP79-108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 B
NP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108
、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る BNP
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断 片 の 少 な く と も 1つ に 特 異 的 に 結 合 す る が 全 て に 結 合 し な い 抗 体 を さ ら に 提 供 す る 。 任
意 に 、 本 抗 体 は 、 群 よ り 選 択 さ れ る BNP断 片 の 一 つ お よ び 一 つ の み と 特 異 的 に 結 合 す る 。
一 部 の 抗 体 は 、 上 記 の 断 片 の 少 な く と も 1つ を 上 記 の 断 片 の 少 な く と も も う 一 方 か ら 区 別
す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ 法 は 、 本 明 細 書 で 定 義 さ れ た よ う な 、 複 数 の ナ ト リ ウ ム
利 尿 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 BNP） 断 片 を 検 出 す る た め に 処 方 さ れ る 抗 体 ま た は 抗 体 カ ク テ ル
を 使 用 し て 行 わ れ て も よ い 。 こ の 複 数 の 断 片 の 存 在 ま た は 量 は 、 単 に 成 熟 し た ナ ト リ ウ ム
利 尿 ペ プ チ ド （ ま た は ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 前 駆 体 ） 自 体 を 測 定 す る よ り も 正 確 な 予 後
ま た は 診 断 の 結 果 を 提 供 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 成 熟 し た ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド だ け を
検 出 す る が 、 分 解 断 片 を 検 出 す る こ と が で き な い 抗 体 は 、 異 常 に 低 い ア ッ セ イ 結 果 を 提 供
す る で あ ろ う （ 例 え ば 、 BNPが 存 在 す る が 、 分 解 さ れ て い た と き は 、 BNPが 存 在 し な い か 、
ま た は 低 い BNP濃 度 で あ る こ と を 示 す ） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 代 わ り の 態 様 に お い て 、 複 数 の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 BNP） 断 片 間 を 区 別
す る 個 々 の 抗 体 を 、 異 な る 断 片 の 存 在 ま た は 量 を 別 々 に 検 出 す る た め に 個 々 に 使 用 し て も
よ い 。 こ の 個 々 の 検 出 結 果 は 、 単 一 の ア ッ セ イ で 複 数 の 断 片 を 検 出 す る よ り も 正 確 な 予 後
ま た は 診 断 の 結 果 を 提 供 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 試 料 中 に 元 来 存 在 す る ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ
プ チ ド の 量 の よ り 正 確 な 測 定 を 提 供 す る た め に 、 異 な る 重 み づ け 要 因 を 種 々 の 断 片 測 定 に
適 用 し て も よ い 。 さ ら に 、 上 記 の よ う に 、 こ の よ う な 断 片 の 生 成 は 、 な か で も 、 組 織 へ の
ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 放 出 を 誘 発 す る 事 象 の 開 始 と 、 試 料 を 入 手 ま た は 解 析 し た 時 間
と の 間 の 経 過 時 間 の 関 数 で あ る の で 、 種 々 の 断 片 の 相 対 量 を 使 用 し て 事 象 の 開 始 か ら 延 べ
時 間 を 推 定 す る た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 関 連 し た 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 精 製 さ れ た ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 は 、 1つ ま た
は 一 群 の 断 片 を 認 識 す る 抗 体 を 作 製 す る た め の 方 法 に 使 用 し て も よ い 。 種 々 の 態 様 に お い
て 、 多 く の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 に 共 通 す る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 し 、 こ
の 共 通 配 列 を 認 識 す る 抗 体 を 作 製 す る た め に 使 用 し て も よ く ； こ の よ う な 抗 体 は 、 配 列 が
共 通 で 、 立 体 的 に 結 合 が 可 能 で あ る よ う に 発 現 さ れ た 各 々 の 断 片 を 認 識 す る と 考 え ら れ る
。 別 の 態 様 に お い て 、 特 異 的 な 断 片 ま た は 断 片 の セ ッ ト に 特 異 的 で あ り 、 か つ 特 定 の 断 片
ま た は 断 片 の セ ッ ト だ け を 認 識 す る 抗 体 を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る 配 列 を 含 む 断 片 を 選
択 し て も よ い 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ な い 断 片 と 選 択 さ れ た 断 片 を 「
区 別 す る 」 と 言 わ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 1つ ま た は 複 数 の 予 め 選 択 さ れ た ナ ト リ
ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 に 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ た 抗 体 、 並 び に こ れ ら の 作 製 お よ び 選 択
の た め の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 種 々 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 BNP77～ 108、 BNP1～ 76、 BNP1～ 108、 プ レ -プ ロ BNPか
ら な る 群 、 お よ び ／ ま た は BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98
、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～
108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ た 抗 体 に 関 す る 。 ま た 、
本 発 明 は 、 こ の よ う な 抗 体 の 選 択 の た め の 方 法 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 抗 体 は
、 BNP77～ 108か ら 産 生 さ れ る 複 数 の BNPペ プ チ ド と 結 合 す る よ う に 、 よ り 好 ま し く は BNP77
～ 108、 BNP77～ 106、 BNP79～ 106、 BNP76～ 107、 BNP79～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、
お よ び BNP83～ 108の 複 数 に 、 並 び に 最 も 好 ま し く は BNP77～ 108、 BNP77～ 106、 BNP79～ 106
、 BNP76～ 107、 BNP79～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108の そ れ ぞ れ に 結 合 す る
よ う に 選 択 さ れ る 。 そ の 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 ま た 、 メ チ オ ニ ン 酸 化 状 態
を 問 わ ず BNPポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 種 々 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 BNP77～ 108、 BNP1～ 76、 BNP1～ 108、 プ レ -プ ロ BNPか
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ら な る 群 、 お よ び ／ ま た は BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98
、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～
108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ た 抗 体 に 関 す る
。 ま た 、 本 発 明 は 、 こ の よ う な 抗 体 の 選 択 の た め の 方 法 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う
な 抗 体 は 、 BNP77～ 108か ら 産 生 さ れ る 複 数 の BNPペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る よ う に 、 よ
り 好 ま し く は BNP77～ 108、 BNP77～ 106、 BNP79～ 106、 BNP76～ 107、 BNP79～ 108、 BNP80～ 1
08、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108の 複 数 に 、 お よ び 最 も 好 ま し く は BNP77～ 108、 BNP77～ 106、
BNP79～ 106、 BNP76～ 107、 BNP79～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108の そ れ ぞ れ
に 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 そ の 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 ま た 、 メ チ オ ニ
ン 酸 化 状 態 を 問 わ ず 特 異 的 に BNPポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 種 々 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 BNP77～ 108、 BNP1～ 76、 BNP1～ 108、 プ レ -プ ロ BN
P、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 1
07、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83
～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106の 群 か ら 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の B
NPポ リ ペ プ チ ド を 含 む 第 1の 群 と 、 BNP77～ 108、 BNP1～ 76、 BNP1～ 108、 プ レ -プ ロ BNP、 BN
P79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 B
NP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108
、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の
異 な る BNPポ リ ペ プ チ ド を 含 む 第 2の 群 と の 間 を 区 別 す る よ う に 選 択 さ れ た 抗 体 に 関 す る 。
ま た 、 本 発 明 は 、 こ の よ う な 抗 体 の 選 択 の た め の 方 法 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 第 1お よ び
／ ま た は 第 2の 群 の メ ン バ ー は 、 BNP77～ 108か ら 作 製 さ れ る BNPペ プ チ ド を 含 み 、 最 も 好 ま
し く は 、 第 1お よ び ／ ま た は 第 2の 群 の メ ン バ ー は 、 BNP77～ 108、 BNP77～ 106、 BNP79～ 106
、 BNP76～ 107、 BNP79～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108を 含 む 。 そ の 他 の 好 ま
し い 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 ま た 、 メ チ オ ニ ン 酸 化 状 態 に 基 づ い て BNPポ リ ペ プ チ ド を 区
別 す る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 種 々 の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 1つ ま た は 複 数 の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る
特 定 の 親 和 性 に 基 づ い て で は な く 、 代 わ り に 免 疫 ア ッ セ イ 法 な ど の 結 合 ア ッ セ イ 法 で 得 る
こ と が で き る シ グ ナ ル に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 種 々 の 結 合 ア ッ セ イ 形 式 が 当 技 術 分 野 に お
い て 公 知 で あ り 、 1つ ま た は 複 数 の 標 的 分 子 に 対 す る 抗 体 の 特 定 の 親 和 性 よ り も 重 要 で あ
る 適 切 な ア ッ セ イ 法 を 開 発 す る た め に は 、 抗 体 が 使 用 さ れ る こ と が 多 い 。 例 え ば 、 競 合 結
合 ア ッ セ イ 法 で は 、 固 体 の 表 面 に 結 合 さ れ た 受 容 体 （ 例 え ば 、 抗 体 ） を 含 ん で も よ い 。 ま
た 、 試 験 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 は 、 受 容 体 に も 結 合 す る 標 識 分 子 と の 結 合 に 関 し て 競
合 す る 。 受 容 体 に 結 合 し た 標 識 分 子 の 量 （ お よ び そ れ 故 、 ア ッ セ イ シ グ ナ ル ） は 、 試 験 試
料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 に 反 比 例 す る 。 こ の 場 合 、 固 相 に 付 着 さ れ た 単 一 の 抗 体 が 使
用 さ れ る 。 ま た は 、 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ 法 で は 、 典 型 的 に は 固 体 の 表 面 に 結 合 さ れ
た 第 1の 抗 体 と 、 典 型 的 に は 検 出 可 能 な 標 識 に 結 合 さ れ た 第 2抗 体 が 、 試 験 試 料 中 の 関 心 対
象 の 分 析 物 に 対 し て そ れ ぞ れ 結 合 す る 。 受 容 体 に 結 合 し た 標 識 分 子 の 量 （ お よ び そ れ 故 、
ア ッ セ イ シ グ ナ ル ） は 、 試 験 試 料 中 の 関 心 対 象 の 分 析 物 の 量 に 正 比 例 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 変 形 例 に お い て 、 試 料 は 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 BNP）
断 片 の 生 成 を 阻 害 す る 1つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と 混 合 し て も よ い 。 こ の よ う な 態 様 に お い
て 、 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 正 確 に 検 出 さ れ な い で あ ろ う ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 の 分 解
を 防 止 す る た め に 、 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 分 解 の 阻 害 剤 お よ び ／ ま た は キ レ ー ト 剤 を
生 体 試 料 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 BNPポ リ ペ プ チ ド を ア ッ セ イ す る 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 被 験 者
の 試 料 か ら 1つ ま た は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド を 捕 獲 す る 工 程 ； お よ び 捕 獲 し た も の の 中 か
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ら 少 な く と も 1つ の 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を
必 要 と す る 。 任 意 に は 、 少 な く と も 、 3、 4、 5、 ま た は 10種 の BNPポ リ ペ プ チ ド が 捕 獲 さ れ
、 特 異 的 に 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 試 験 試 料 を 分 類 す る 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 BNPに 関 連 し た 病 態
に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 第 1の ク ラ ス の 各 々 の 複 数 の 試 料 か ら 、 1つ も し く は 複 数 の BNPポ
リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を 必 要 と す る 。 該 1つ も し く は 複 数 の B
NPポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 は 、 BNPに 関 連 し た 病 態 が 存 在 し な い こ と に よ っ て 特 徴 づ
け ら れ る 第 2の ク ラ ス の 複 数 の 試 料 か ら 特 異 的 に 測 定 さ れ る 。 分 類 モ デ ル は 、 第 1の ク ラ ス
ま た は 第 2の ク ラ ス に 試 験 試 料 を 分 類 す る 測 定 に 基 づ い て 開 発 さ れ る 。 BNPポ リ ペ プ チ ド の
少 な く と も 1つ は 、 BNP1～ 76、 BNP77～ 108、 BNP1～ 108、 プ レ プ ロ -BNP以 外 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は 、 BNPポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド を 発 見 す る た め の 方 法 を さ ら
に 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 試 料 か ら BNPポ リ ペ プ チ ド を 生 物 特 異 的 捕 獲 試 薬 で 捕 獲 す る 工 程
； 生 物 特 異 的 捕 獲 試 薬 ま た は BNPポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し て い な い 分 子 を 除 去 す る 工 程 ； お
よ び 、 捕 獲 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 分 子 を 測 定 す る 工 程 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 BNPポ リ ペ プ チ ド と 臨 床 パ ラ メ ー タ ー の 特 異 的 な 測 定 値 を 相 関 さ せ る 方 法 を
さ ら に 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 被 験 者 を 表 す 複 数 の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト を 含 む 学 習 セ ッ ト を
提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト は 、 被 験 者 試 料 か ら の BNPポ リ ペ
プ チ ド の 特 異 的 な 測 定 値 を 表 す デ ー タ お よ び 被 験 者 の 臨 床 パ ラ メ ー タ ー を 含 む 、 工 程 を 必
要 と す る 。 相 関 は 、 BNPポ リ ペ プ チ ド の 特 異 的 な 測 定 値 と 臨 床 パ ラ メ ー タ ー と の 間 で 決 定
さ れ る 。 BNPポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 1つ は 、 BNP1～ 76、 BNP77～ 108、 BNP1～ 108、 プ レ
プ ロ -BNP以 外 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 被 験 者 試 料 に お い て 、 BNP1～ 76、 BNP77～ 108、 BNP1～ 108、 お よ び プ レ -プ ロ
-BNPか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る BNPポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 測 定 し ； 並 び に 被 験 者 の 臨 床
パ ラ メ ー タ ー と 測 定 値 を 相 関 さ せ る 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 任 意 に は 、 本 方 法 は 、 BNP79
～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9
～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 B
NP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の BNP
断 片 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 、 並 び に 臨 床 パ ラ メ ー タ ー と 測 定 値 を 相 関 さ せ る 工 程 を さ ら
に 含 む 。 任 意 に は 、 本 方 法 は 、 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド の 生 体 分 子 の イ ン タ ラ ク
タ ー も し く は BNPポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 、 ま た は BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86
、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 10
7、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び
BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る BNP断 片 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 ； 並 び に 臨 床 パ ラ
メ ー タ ー と 測 定 値 を 相 関 さ せ る 工 程 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 BNP免 疫 ア ッ セ イ 法 の た め の 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー を 認 定 す る た め
の 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 指 定 さ れ た 濃 度 の 1つ ま た は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド
を 含 む 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー を BNP免 疫 ア ッ セ イ に 提 供 す る 工 程 ； キ ャ リ ブ レ ー
タ ー か ら の ポ リ ペ プ チ ド を BNPポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で 捕 獲 す る 工 程 ； お よ び （ c） 少
な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド の 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 を 含 み 、 こ れ に よ り 測 定 さ れ
た 量 は 、 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー の 品 質 の 指 標 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 、 生 体 試 料 に お い て 見 い だ す こ と が で き る 、 BNPと の 生 体 分 子 の イ ン タ ラ ク タ
ー ま た は 単 離 さ れ た 抗 BNP抗 体 の 生 体 分 子 の イ ン タ ラ ク タ ー を さ ら に 提 供 す る 。 こ れ ら の
生 体 分 子 の イ ン タ ラ ク タ ー は 、 生 体 試 料 か ら の 分 析 物 を 抗 BNP抗 体 で 質 量 分 析 プ ロ ー ブ に
捕 獲 し て 、 特 異 的 に 検 出 し 、 捕 獲 表 面 か ら 質 量 分 析 を レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 に よ っ て 区
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別 す る と い う 親 和 性 質 量 分 析 に よ っ て 発 見 さ れ た 。 イ ン タ ラ ク タ ー は 、 分 子 量 に よ っ て 特
徴 づ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 種 々 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 BNP77～ 108、 BNP1～ 76、 BNP1～ 108、 プ レ -プ ロ BNP、 B
NP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、
BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 10
8、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 複 数 の BNPポ リ
ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 に 関 す る 単 一 の シ グ ナ ル を 提 供 す る よ う に 構 成 さ れ た 免 疫 ア ッ セ
イ 法 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 BNP77～ 108か ら 作 製 さ れ る 複
数 の BNPペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 に 、 よ り 好 ま し く は 、 複 数 の BNP77～ 108、 BNP77～ 106、 B
NP79～ 106、 BNP76～ 107、 BNP79～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108に 、 最 も 好
ま し く は BNP77～ 108、 BNP77～ 106、 BNP79～ 106、 BNP76～ 107、 BNP79～ 108、 BNP80～ 108、
BNP81～ 108、 BNP83～ 108の 各 々 に 関 す る 単 一 の シ グ ナ ル を 提 供 す る よ う に 構 成 さ れ る 。 そ
の 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 ま た 、 メ チ オ ニ ン 酸 化 状 態 を 問 わ ず BN
Pポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 に 関 す る 単 一 の シ グ ナ ル を 提 供 す る よ う に 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 複 数 の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 、 最 も
好 ま し く は 複 数 の 前 述 の BNPポ リ ペ プ チ ド の 同 数 の 分 子 か ら 、 5倍 以 内 、 最 も 好 ま し く は 2
倍 以 内 の シ グ ナ ル を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 種 々 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 BNP77～ 108、 BNP1～ 76、 BNP1～ 108、 プ レ -
プ ロ BNP、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BN
P11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108
、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1
つ ま た は 複 数 の BNPポ リ ペ プ チ ド を 含 む 第 1の 群 と 、 BNP77～ 108、 BNP1～ 76、 BNP1～ 108、
プ レ -プ ロ BNP、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 10
6、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81
～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 1つ ま た は 複 数 の 異 な る BNPポ リ ペ プ チ ド を 含 む 第 2の 群 と の 間 を 区 別 す る シ グ ナ ル を 提
供 す る よ う に 構 成 さ れ た 免 疫 ア ッ セ イ 法 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 第 1お よ び ／ ま た は 第 2の
群 の メ ン バ ー は 、 BNP77～ 108か ら 作 製 さ れ る BNPペ プ チ ド を 含 み 、 最 も 好 ま し く は 、 第 1お
よ び ／ ま た は 第 2の 群 の メ ン バ ー は 、 BNP77～ 108、 BNP77～ 106、 BNP79～ 106、 BNP76～ 107
、 BNP79～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108を 含 む 。 そ の 他 の 好 ま し い 態 様 に お
い て 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 ま た 、 メ チ オ ニ ン 酸 化 状 態 に よ っ て BNPポ リ ペ プ チ ド を 区 別 す
る よ う に 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 既 知 量 の 1つ ま た は 複 数 の 精 製 さ れ た 、 好
ま し く は 実 質 的 に 精 製 さ れ た 、 成 熟 ANP、 BNP、 お よ び CNP以 外 の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド
断 片 、 こ れ ら の 前 駆 体 分 子 、 並 び に 前 駆 体 分 子 を 成 熟 ANP、 BNP、 お よ び CNPペ プ チ ド に 切
断 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ た 断 片 を 含 む 標 準 液 に 関 す る 。 こ の よ う な 標 準 液 は 、 本 明 細
書 に 記 載 さ れ て い る 種 々 の ア ッ セ イ 法 に お い て 陽 性 お よ び ／ ま た は 陰 性 対 照 試 料 と し て の
使 用 が 見 い だ さ れ る で あ ろ う 。 種 々 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 任 意 の 精 製 さ れ た 、 好 ま
し く は 実 質 的 に 精 製 さ れ た 、 プ レ -プ ロ BNP、 BNP1～ 108、 BNP1～ 76、 お よ び BNP77～ 108以
外 の BNPポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 1つ ま た は 複 数 の 精 製
さ れ た 、 好 ま し く は 実 質 的 に 精 製 さ れ た 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～
85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69
～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 1
06か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 既 知 量 の 関 連 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 1つ ま た は 複 数 の 標 準 液
に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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　 あ る 局 面 に お い て 、 実 質 的 に 試 験 試 料 と 同 等 の 組 成 物 を 使 用 し て こ の よ う な 標 準 液 ま た
は 校 正 物 質 を 配 合 す る こ と も 有 利 で あ り 得 ； 例 え ば 、 溶 液 は 、 関 心 対 象 の ナ ト リ ウ ム 利 尿
ペ プ チ ド 断 片 の た め の 溶 媒 と し て 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 そ の 他 を 含 ん で い て も よ い 。 こ の
よ う な 場 合 、 添 加 し た ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 の 分 解 を 防 止 す る た め に 、 1つ も し く
は 複 数 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 ま た は キ レ ー ト 剤 を 含 め る こ と も 有 利 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の 1つ も し く は 複 数 の 抗 体 、 抗 体 複 合 体 、 お よ び ／ ま
た は 標 準 液 は 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る た め の キ ッ ト と し
て 提 供 し て も よ い 。 こ れ ら の キ ッ ト は 、 好 ま し く は 、 試 験 試 料 に つ い て 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ て い る よ う に 、 少 な く と も 1つ の ア ッ セ イ 法 を 行 う た め の 装 置 お よ び 試 薬 を 含 む 。 こ の
よ う な キ ッ ト は 、 好 ま し く は 1つ ま た は 複 数 の こ の よ う な 判 定 、 お よ び ／ ま た は 食 品 医 薬
品 局 （ FDA） 承 認 の 標 識 を 行 う た め に 十 分 な 試 薬 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 患 者 に 使 用 さ れ る 治 療 処 方 計 画 を 決 定 す る
た め の 方 法 に 関 す る 。 本 方 法 は 、 好 ま し く は 成 熟 ANP、 BNP、 お よ び CNP、 こ れ ら の 前 駆 体
分 子 、 並 び に 前 駆 体 分 子 を 成 熟 ANP、 BNP、 お よ び CNPペ プ チ ド に 切 断 す る こ と に よ っ て 産
生 さ れ た 断 片 以 外 の 1つ も し く は 複 数 の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 の 存 在 ま た は 量 を 決
定 す る 工 程 、 お よ び こ の 存 在 ま た は 量 を 疾 患 ま た は 予 後 の 状 態 と 関 連 づ け る 工 程 を 含 む 。
本 明 細 書 に お い て 論 議 し た と お り 、 脳 卒 中 、 鬱 血 性 心 不 全 （ CHF） 、 心 臓 虚 血 、 全 身 性 の
高 血 圧 、 お よ び ／ ま た は 急 性 心 筋 梗 塞 症 を 含 む 種 々 の 心 血 管 お よ び 脳 血 管 の 疾 患 の 診 断 並
び に 識 別 が 、 ANP、 BNP、 お よ び ／ ま た は CNPレ ベ ル に 関 連 す る で あ ろ う 。 一 旦 診 断 が な さ
れ る と 、 治 療 処 方 計 画 は 、 そ の 診 断 と 見 合 っ た よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 生 体 試 料 、 好 ま し く は 血 液 、 血 清 、 ま た は
血 漿 試 料 中 に 存 在 す る 公 知 の ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 す る 新 規 ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る 方 法 に
関 す る 。 こ れ ら の 方 法 に お い て 、 1つ ま た は 複 数 の 公 知 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 BNP） に
対 し て 親 和 性 を 有 す る 抗 体 を 、 抗 体 に 対 し て 結 合 親 和 性 を 共 有 す る よ う に 構 造 が 十 分 に 関
連 し て い る が 、 以 前 に 試 料 中 に 存 在 す る こ と が 予 測 さ れ て い な い さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド の
結 合 に つ い て の ア フ ィ ニ テ ィ ー プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る 。 次 い で 、 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 が
本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 。 一 旦 得 ら れ た ら 、 配 列 を 本 明 細 書 に 記
載 さ れ て い る そ の 他 の 局 面 に ； 例 え ば 、 再 び 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 、 公
知 の ポ リ ペ プ チ ド と 以 前 に 知 ら れ て い な い ポ リ ペ プ チ ド と を 区 別 す る こ と が で き る 抗 体 を
選 択 す る た め に ； 以 前 に 知 ら れ て い な い ポ リ ペ プ チ ド が 診 断 ま た は 予 後 の マ ー カ ー と し て
有 用 で あ る か を 決 定 す る た め に ； お よ び ／ ま た は 標 準 液 も し く は 単 離 ペ プ チ ド を 提 供 す る
た め に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 SELDIな ど の 質 量 分 析 方 法 に よ っ て タ グ 付 き 免 疫 ア ッ セ イ 法 の た
め の 抗 体 試 薬 中 の 抗 体 を 認 定 す る 方 法 が 記 載 さ れ る 。 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 方 法 は 、
試 料 の 総 タ ン パ ク 質 量 の 関 数 と し て 抗 体 の 量 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 抗 体 を 認 定 す る た
め に 使 用 さ れ る 。 詳 細 な 局 面 に お い て 、 本 方 法 は 、 試 薬 中 の 抗 体 の 量 が 、 SELDIに よ っ て
定 ま る 試 料 由 来 の 抗 体 の 量 が 反 映 さ れ た 同 一 量 を 含 む 抗 体 試 薬 を 調 製 す る 工 程 を 更 に 含 む
。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 SELDIよ っ て タ グ 付 き 免 疫 ア ッ セ イ 法 の た め に キ ャ リ ブ レ ー
タ ー 中 の ペ プ チ ド を 識 別 す る 方 法 が 記 載 さ れ る 。 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 方 法 は 、 試 料
中 の 総 タ ン パ ク 質 量 の 関 数 と し て 、 1つ ま た は 複 数 の 特 定 の ペ プ チ ド の 量 を 決 定 す る こ と
に よ っ て ペ プ チ ド を 識 別 す る た め に 使 用 さ れ る 。 詳 細 な 局 面 に お い て 、 試 薬 中 の 抗 体 の 量
が 、 SELDIに よ っ て 定 ま る 試 料 由 来 の 抗 体 の 量 が 反 映 さ れ た 量 を 含 む 、 抗 体 試 薬 を 調 製 す
る 工 程 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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　 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 方 法 は 、 SELDI免 疫 ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て タ グ 付 き 免 疫 ア ッ
セ イ 法 の た め の 抗 体 試 薬 中 の 抗 体 を 認 定 す る 工 程 を 含 む 。 詳 細 な 局 面 に お い て 、 タ グ 付 き
免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 BNP免 疫 ア ッ セ イ 法 で あ る 。 さ ら に 詳 細 な 局 面 に お い て 、 SELDIは 、 SE
ACで あ る 。 さ ら に 詳 細 な 局 面 に お い て 、 SELDIは 、 SENDで あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 も う 一 つ の 側 面 に お い て 、 プ ロ ー ブ の 表 面 に 付 着 さ れ た 抗 体 試 薬 を 含 む SELDIプ ロ ー ブ
を 提 供 す る こ と よ っ て タ グ 付 き 免 疫 ア ッ セ イ 法 に お い て 抗 体 試 薬 に よ っ て 捕 獲 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド を 識 別 す る 工 程 、 試 料 と 抗 体 試 薬 を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 抗 体 試 薬 に よ り 試
料 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 捕 獲 す る 工 程 、 お よ び SELDIに よ っ て 捕 獲 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 検
出 す る 工 程 を 含 む 方 法 が 記 載 さ れ る 。 詳 細 な 局 面 に お い て 、 タ グ 付 き 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、
BNP免 疫 ア ッ セ イ で あ る 。 さ ら に 詳 細 な 局 面 に お い て 、 SELDIは 、 SEACで あ る 。 さ ら に 詳 細
な 局 面 に お い て 、 SELDIは 、 SENDで あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
定 義
　 ヒ ト BNPは 、 108ア ミ ノ 酸 の 前 駆 体 分 子 の タ ン パ ク 質 分 解 に よ っ て 生 じ 、 以 下 で は BNP1～
108と い う 。 成 熟 BNP、 ま た は 「 BNPナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 」 は 、 こ の 前 駆 体 の ア ミ ノ 酸 7
7～ 108を 示 す 32ア ミ ノ 酸 の 分 子 で あ り 、 以 下 BNP77～ 108と い う 。 残 り の 残 基 1～ 76は 、 以
下 に は BNP1～ 76と い う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 108ア ミ ノ 酸 の BNP前 駆 体 プ ロ -BNP（ BNP1～ 108） の 配 列 は 、 以 下 の 通 り で あ り 、 成 熟 BNP
（ BNP77～ 108） に 下 線 を 引 い て あ る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 BNP1～ 108は 、 以 下 の 配 列 を 有 す る よ り 大 き な 前 駆 体 プ レ -プ ロ -BNPと し て 合 成 さ れ る （
「 プ レ 」 配 列 を 太 字 で 示 し た ） ：
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 126ア ミ ノ 酸 の ANP前 駆 体 プ ロ -ANP（ ANP1～ 126） の 配 列 は 、 以 下 の 通 り で あ り 、 成 熟 ANP
（ ANP99～ 126） に 下 線 を 引 い て あ る ：
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
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　 ANP1～ 126は 、 以 下 の 配 列 を 有 す る よ り 大 き な 前 駆 体 プ レ -プ ロ -ANPと し て 合 成 さ れ る （
「 プ レ 」 配 列 を 太 字 で 示 し た ） ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 126ア ミ ノ 酸 CNP前 駆 体 プ ロ -CNP（ CNP1～ 126） の 配 列 は 、 以 下 の 通 り で あ り 、 成 熟 CNP型
CNP-53（ CNP74～ 126） を イ タ リ ッ ク に し 、 CNP22（ CNP105～ 126） に 下 線 を 引 い て あ る ：
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 「 BNPポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 任 意 の BNP1～ 76、 BNP77～ 108、 BNP1～ 108、 プ レ -
プ ロ BNP、 並 び に 、 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30
～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BN
P81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106を 含 む こ れ ら の 断 片
を い う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 断 片 」 と い う 用 語 は 、 断 片 が 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と
も 6つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 従 っ て 、 BNP1～ 108（ プ ロ -BNP） の
断 片 は 、 BNP1～ 108の 少 な く と も 6つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を い い ； 成 熟
BNPの 断 片 は 、 BNP77～ 108の 少 な く と も 6つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を い い
； プ ロ -BNPを 成 熟 BNPに 切 断 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 は 、 BNP1～ 7
6の 少 な く と も 6つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 「 BNP」 断 片 は 、 BNP77
～ 108、 BNP1～ 76、 BNP1～ 108、 お よ び プ レ -プ ロ -BNPの 任 意 の 断 片 を 意 味 す る 。 同 様 に 、 A
NP1～ 126（ プ ロ -ANP） の 断 片 は 、 ANP1～ 126の 少 な く と も 6つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド を い い ； 成 熟 ANPの 断 片 は 、 ANP99～ 126の 少 な く と も 6つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を
含 む ポ リ ペ プ チ ド を い い ； プ ロ -ANPを 成 熟 ANPに 切 断 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド の 断 片 は 、 BNP1～ 98の 少 な く と も 6つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を い
い ； お よ び CNP1～ 126（ プ ロ -CNP） の 断 片 は 、 CNP1～ 126の 少 な く と も 6つ の 隣 接 す る ア ミ
ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を い い ； 成 熟 CNPの 断 片 は 、 CNP74～ 126ま た は CNP105～ 126の 少 な
く と も 6つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を い い ； プ ロ -CNPを 成 熟 CNPに 切 断 す る
こ と に よ っ て 作 製 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 は 、 CNP1～ 73ま た は CNP 1～ 104の 少 な く と も
6つ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 断 片 は 、 断
片 が 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 10個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 ； 断 片 が 由 来 す る ポ リ ペ
プ チ ド の 少 な く と も 15個 の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 ； ま た は 断 片 が 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド の 少 な
く と も 20の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を い う 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 」 と い う 用 語 は 、 上 記 の と お り 、
成 熟 ANP、 BNP、 も し く は CNP、 生 合 成 の 前 駆 体 プ レ -プ ロ -ANP、 プ レ -プ ロ -BNP、 プ レ -プ ロ
-CNP、 プ ロ -ANP、 プ ロ -BNP、 も し く は プ ロ -CNP、 ま た は ペ プ チ ド の プ レ 形 態 か ら の 成 熟 AN
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P、 BNP、 も し く は CNPの 除 去 後 に 残 っ て い る ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 任 意
の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 断 片 を い う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 文 脈 か ら 他 に 明 ら か で な い 限 り 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ポ リ ペ プ チ ド に つ い て の 言 及 に は 、 例
え ば 、 リ ン 酸 化 （ リ ン 酸 基 に つ き 80Dを 付 加 す る ） 、 グ リ コ シ ル 化 、 脂 質 化 、 メ チ ル 化 （
メ チ ル 基 に つ き 14Dを 付 加 す る ） 、 シ ス テ イ ニ ル 化 （ シ ス テ イ ニ ル 基 に つ き 199Dを 付 加 す
る ） 、 ス ル ホ ン 化 、 グ ル タ チ オ ン 化 （ グ ル タ チ オ ン 基 に つ き 305Dを 付 加 す る ） 、 お よ び ア
セ チ ル 化 （ ア セ チ ル 基 に つ き 42Dを 付 加 す る ） を 含 む 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の
修 飾 形 態 を 含 む 。 BNPポ リ ペ プ チ ド を 含 む ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 は 、 1つ ま た は 複 数
の 酸 化 可 能 な メ チ オ ニ ン （ そ の 酸 化 は 、 メ チ オ ニ ン の ス ル ホ キ シ ド ま た は メ チ オ ニ ン ス ル
ホ ン に 対 す る も の で あ る ） を 含 む こ と が で き る 。 1つ ま た は 複 数 の メ チ オ ニ ン の 酸 化 状 態
の 変 化 は 、 こ の よ う な 断 片 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ 法 の 能 力 を 変 更 す る で あ ろ う 。 従 っ
て 、 上 で 論 議 し た 実 質 的 に 精 製 さ れ た ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 の 還 元 型 に 加 え て 、 本
発 明 は 、 ま た 、 1つ ま た は 複 数 の 精 製 さ れ た 、 好 ま し く は 実 質 的 に 精 製 さ れ た 成 熟 ANP、 BN
P、 お よ び CNP、 こ れ ら の 前 駆 体 分 子 、 並 び に 前 駆 体 分 子 を 成 熟 ANP、 BNP、 お よ び CNPペ プ
チ ド に 切 断 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る 断 片 以 外 の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 で あ っ て
、 1つ ま た は 複 数 の メ チ オ ニ ン が 酸 化 さ れ て い る 断 片 に 関 す る 。 BNP77～ 108、 BNP1～ 76、 B
NP1～ 108、 プ レ -プ ロ BNPか ら な る 群 、 並 び に BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53
～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP6
9～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～
106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 実 質 的 に 精 製 さ れ た BNPポ リ ペ プ チ ド で あ
っ て 、 1つ ま た は 複 数 の メ チ オ ニ ン が 酸 化 さ れ た も の が 好 ま し い 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の 1つ
も し く は 複 数 に お け る ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 の 有 無 は 、 後 述 す る よ う に 、 免 疫 ア ッ
セ イ 法 、 質 量 分 析 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て
測 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 断 片 は 、 生 体 試 料 （ 例 え ば 、 血 液 、 血 清 、 ま た は 血 漿 試 料 、 お よ び 最
も 好 ま し く は ヒ ト の 血 液 、 血 清 、 ま た は 血 漿 ） 中 に 「 天 然 に 存 在 す る 」 。 こ れ は 、 断 片 が
ヒ ト ま た は 動 物 か ら 得 ら れ る 、 補 充 さ れ て い な い 生 体 試 料 か ら 得 ら れ る で あ ろ う こ と を 意
味 す る 。 「 補 充 さ れ て い な い 」 と は 、 一 旦 試 料 が 得 ら れ た な ら ば 、 断 片 ま た は そ の 前 駆 体
が 外 因 的 に 加 え ら れ て い な い 試 料 を い う 。 血 液 、 血 清 、 ま た は 血 漿 に 天 然 に 存 在 す る 断 片
の 例 を 以 下 に 記 載 し て あ る 。 そ の 他 の 好 ま し い 断 片 は 、 プ ロ -ANP、 プ ロ -BNP、 プ ロ -CNP、
お よ び ／ ま た は こ れ ら の 断 片 で こ の よ う な 試 料 を 補 っ て 、 試 料 中 の 内 因 性 因 子 （ 例 え ば 、
プ ロ テ ア ー ゼ ） が さ ら な る 断 片 を 生 じ さ せ た 結 果 と し て 断 片 が 存 在 す る 場 合 、 血 液 、 血 清
ま た は 血 漿 か ら 「 作 製 さ れ た 」 と 言 わ れ る 。 ま た 、 ヒ ト の 血 液 、 血 清 、 ま た は 血 漿 か ら 作
製 さ れ る 断 片 の 例 を 以 下 に 記 載 し て あ る 。 断 片 が 天 然 に 存 在 す る か 、 ま た は こ の よ う な 試
料 か ら 作 製 さ れ た 場 合 は 、 断 片 は 、 血 液 、 血 清 、 ま た は 血 漿 中 に 「 存 在 す る 」 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 「 精 製 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 絶 対 的 純
度 を 必 要 と し な い 。 そ れ よ り も 、 こ れ は 、 関 心 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 そ の 他 の タ ン パ ク
質 と 比 較 し た 存 在 量 （ 質 量 に 基 づ い て ） が 生 体 試 料 中 の も の よ り も 多 い 分 離 し た 環 境 に あ
る こ と を 表 す 。 「 分 離 し た 環 境 」 は 、 単 一 の 溶 液 、 単 一 の ゲ ル 、 単 一 の 沈 殿 、 そ の 他 な ど
の 単 一 の 培 地 を 意 味 す る 。 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 研 究 室 で の 合 成 、 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 調 製 用 の 電 気 泳 動 法 、 遠 心 分 離 、 沈 澱 、 親 和 性 精 製 、 そ の 他 を 含 む 多 く の
方 法 に よ っ て 得 て も よ い 。 関 心 対 象 の 1つ ま た は 複 数 の 「 精 製 さ れ た 」 ポ リ ペ プ チ ド は 、
好 ま し く は 分 離 し た 環 境 の タ ン パ ク 質 含 有 量 の 少 な く と も 10%で あ る 。 1つ ま た は 複 数 の 「
実 質 的 に 精 製 さ れ た 」 ポ リ ペ プ チ ド は 、 分 離 し た 環 境 の タ ン パ ク 質 含 有 量 の 少 な く と も 50
%、 よ り 好 ま し く は 分 離 し た 環 境 の タ ン パ ク 含 有 量 の 少 な く と も 75%、 最 も 好 ま し く は 分 離
し た 環 境 の タ ン パ ク 質 含 有 量 の 少 な く と も 95%で あ る 。 タ ン パ ク 質 含 有 量 は 、 タ ン パ ク 質
標 準 と し て ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 使 用 し て 、 Hartree, Anal Biochem 48：  422-427 (1972
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)に よ っ て 記 載 さ れ た Lowry et al., J. Biol. Chem. 193：  265, 1951の 方 法 を 改 変 し た
も の を 利 用 し て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す
る こ と が で き る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 、 も し く は こ れ ら の 断 片 に 由 来 す る か 、 そ の 後 に
モ デ ル 化 さ れ る か 、 ま た は 実 質 的 に コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 例
え ば 、 Fundamental Immunology, 3r d  Edition, W.E. Paul, ed., Raven Press, N.Y. (19
93)；  Wilson (1994) J. Immunol. Methods 175： 267-273；  Yarmush (1992) J. Biochem
. Biophys. Methods 25： 85-97を 参 照 さ れ た い 。 天 然 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 こ れ ら は 、 κ お よ び λ 軽 鎖 定 常 域 遺 伝 子 、 α 、 γ 、 δ 、
ε 、 お よ び μ 重 鎖 定 常 域 遺 伝 子 、 並 び に 無 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 遺 伝 子 を 含 む 。 抗
体 と い う 用 語 は 、 以 下 の も の を 含 む 、 抗 原 結 合 性 部 分 、 す な わ ち 抗 原 を 結 合 す る 能 力 を 保
持 す る 「 抗 原 結 合 部 位 」 （ 例 え ば 、 断 片 、 部 分 列 、 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） ） を 含 む ： （ i
） Fab断 片 、 VL、 VH、 CL、 お よ び CH1ド メ イ ン か ら な る 一 価 断 片 ； （ ii） F(ab')2断 片 、 ヒ
ン ジ 領 域 で ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 に よ っ て 連 結 さ れ た 2つ の Fab断 片 を 含 む 二 価 断 片 ； （ iii） V
Hお よ び CH1ド メ イ ン か ら な る Fd断 片 ； （ iv） 抗 体 の 単 一 ア ー ム の VLお よ び VHド メ イ ン か ら
な る Fv断 片 、 （ v） VHド メ イ ン か ら な る dAb断 片 （ Ward et al., (1989) Nature 341： 544-
546） ； scFvタ ン パ ク 質 （ 軽 鎖 可 変 領 域 と 重 鎖 可 変 領 域 と が リ ン カ ー に よ っ て 結 合 さ れ て
い る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る ） ； 並 び に （ vii） 単 離 さ れ た 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） 。 抗 体 の
「 Fc」 部 分 と は 、 1つ ま た は 複 数 の 重 鎖 定 常 領 域 ド メ イ ン 、 CH1、 CH2、 お よ び CH3を 含 む が
、 重 鎖 可 変 領 域 を 含 ま な い 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 部 分 を い う 。 分 子 生 物 学 的 な 技 術 を 使 用
し て 、 単 鎖 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、
お よ び 免 疫 化 に よ っ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 、 ま た は 組 換 え で （ 例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス
プ レ イ 方 法 に よ っ て ） 産 生 さ れ る 抗 体 も 、 「 抗 体 」 と い う 用 語 の 言 及 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 抗 体 が 結 合 し う る 共 通 の エ ピ ト ー プ を 有 す る 複 数 の 断 片 に 結 合 す る 個 々 の 抗 体 （ 例 え ば
、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 技 術 に よ っ て 得 ら れ る ） が 得 ら れ る で
あ ろ う 。 択 一 的 に 、 個 々 の 抗 体 を プ ー ル し て 所 望 の ス ペ ク ト ル の 結 合 親 和 性 を 提 供 し て も
よ い 。 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 存 在 す る そ れ ぞ れ の 抗 体 分 子 が 同 一 で あ る （ 特 に 「 個 々 の
抗 体 」 と い う ） 組 成 物 か 、 ま た は 存 在 す る 抗 体 分 子 が 異 な っ て い る で あ ろ う 組 成 物 （ 例 え
ば 、 プ ー ル さ れ た 組 成 物 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 組 成 物 ） の 両 方 を い う も の で あ っ て も よ い
。 好 ま し い 抗 体 は 、 「 オ ム ニ ク ロ ー ナ ル （ Omniclonal） 」 抗 体 で あ る 。 抗 体 が 混 合 物 で あ
る オ ム ニ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 選 択 さ れ る 異 な る
抗 体 分 子 の 混 合 物 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ の 抗 体 は 、 10 9  M - 1 ～ 10 1 0  M - 1 の 最 小 限 の 親 和 性 を
有 す る 標 的 抗 原 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 分 子 の 混 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 エ ピ ト ー プ 」 ま た は 「 抗 原 決 定 基 」 は 、 Bお よ び ／ ま た は T細 胞 が 反 応 す る 抗 原 上 の 部
位 を い う 。 エ ピ ト ー プ は 、 タ ン パ ク 質 の 3次 元 の 折 り た た み に よ っ て 並 置 さ れ る 隣 接 す る
ア ミ ノ 酸 ま た は 非 隣 接 ア ミ ノ 酸 の 両 方 か ら 形 成 す る こ と が で き る 。 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 か ら
形 成 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 典 型 的 に は 変 性 溶 媒 に 対 す る 曝 露 で も 保 持 さ れ る が 、 3次 元 折
り た た み に よ っ て 形 成 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 典 型 的 に は 変 性 溶 媒 で の 処 理 に よ り 失 わ れ る
。 エ ピ ト ー プ は 、 典 型 的 に は 独 特 の 空 間 高 次 構 造 内 に 少 な く と も 3つ 、 よ り 通 常 に は 少 な
く と も 5、 ま た は 8～ 10ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 エ ピ ト ー プ の 空 間 高 次 構 造 を 決 定 す る 方 法 は 、 例
え ば X線 結 晶 学 お よ び 2次 元 核 磁 気 共 鳴 を 含 む 。 例 え ば 、  Epitope Mapping Protocols in 
METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, Vol. 66, Glenn E. Morris, ed (1996)を 参 照 さ れ た い
。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 が そ の 企 図 さ れ る 標 的 の み と 結 合 す る こ と を
必 ず し も 必 要 と し な い 。 む し ろ 、 非 標 的 分 子 に 対 す る そ の 親 和 性 と 比 較 し た と き に 、 そ の
企 図 さ れ る 標 的 に 対 す る そ の 親 和 性 が 約 2倍 よ り も 大 き い 場 合 に 、 抗 体 は 特 異 的 に 結 合 す
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る 。 好 ま し く は 、 抗 体 の 親 和 性 は 、 非 標 的 分 子 に 対 す る そ の 親 和 性 よ り も 標 的 分 子 に 対 し
て 少 な く と も 約 5倍 、 好 ま し く は 10倍 、 よ り 好 ま し く は 25倍 、 よ り 好 ま し く は 50倍 、 お よ
び 最 も 好 ま し く は 100倍 以 上 大 き い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 ま た は そ の 他 の 結 合 剤
と 抗 原 と の 間 の 特 異 的 な 結 合 は 、 少 な く と も 10 6 M - 1 の 結 合 親 和 性 を 意 味 す る 。 好 ま し い 抗
体 は 、 少 な く と も 約 10 7 M - 1 、 好 ま し く は 10 8 M - 1 ～ 10 9 M - 1 ま た は 10 1 0 M - 1 の 親 和 性 で 結 合 す
る 。 化 合 物 分 析 物 に 対 し て 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 リ ガ ン ド ま た は 受 容 体 は 、 無 関 係 な 不 均
一 な 化 合 物 の 試 料 中 の 分 析 物 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 従
っ て 、 リ ガ ン ド ま た は 受 容 体 は 、 優 先 し て 特 定 の 分 析 物 と 結 合 し 、 試 料 に 存 在 す る そ の 他
の 化 合 物 に 対 し て 有 意 な 量 で 結 合 し な い 。 例 え ば 、 抗 体 は 、 免 疫 ア ッ セ イ 条 件 下 で 抗 体 を
生 じ さ せ た エ ピ ト ー プ を 有 す る 抗 原 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 に よ り 、 同 じ ア ッ セ イ 条 件 下 で 第 2の ポ リ ペ プ チ ド
群 の 同 数 の 分 子 か ら 得 た シ グ ナ ル よ り も 少 な く と も 10倍 の 第 1の ポ リ ペ プ チ ド 群 の 結 合 に
関 連 し た シ グ ナ ル を 提 供 す る 場 合 、 第 1の ポ リ ペ プ チ ド 群 と 第 2の ポ リ ペ プ チ ド 群 の 間 を 「
区 別 す る 」 と 言 わ れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 シ グ ナ ル は 、 少 な く と も 20倍 大 き く 、 さ ら に よ
り 好 ま し く は 少 な く と も 50倍 大 き く 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 100倍 大 き い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 抗 体 は 、 第 1の ポ リ ペ プ チ ド 群 の メ ン バ ー に 対 す る そ の 親 和 性 が 、 第 2の 群 の メ ン バ ー に
対 す る そ の 親 和 性 と 比 較 し た と き に 約 2倍 大 き い 場 合 、 第 1の ポ リ ペ プ チ ド 群 と 第 2の ポ リ
ペ プ チ ド 群 の 間 を 「 区 別 す る 」 と 言 わ れ る 。 好 ま し く は 、 抗 体 の 親 和 性 は 、 第 2の 群 の メ
ン バ ー に 対 す る そ の 親 和 性 よ り も 第 1の ポ リ ペ プ チ ド 群 の メ ン バ ー に 対 し て 少 な く と も 約 5
倍 、 好 ま し く は 10倍 、 よ り 好 ま し く は 25倍 、 よ り 好 ま し く は 50倍 、 お よ び 最 も 好 ま し く は
100倍 以 上 大 き い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 分 子 は 、 そ の 存 在 お よ び ／ ま た は 量 が 試 料 に お い て 構 造 的 に 関 連 す る そ の 他 の 分 子 を 除
外 し て 検 出 さ れ る と き に 、 「 特 異 的 に 測 定 さ れ る 」 。 BNP79～ 108、 BNP77～ 106、 BNP39～ 8
6、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP69～ 100、 BNP76～ 1
07、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、 BNP3～ 108、 お よ
び BNP79～ 106か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド は 、 測 定 に よ り 、 群 の 中 の
そ の 他 の 任 意 の BNPポ リ ペ プ チ ド の 測 定 と 識 別 可 能 で 、 か つ BNPポ リ ペ プ チ ド BNP1～ 76、 BN
P77～ 108、 BNP1～ 108、 お よ び プ レ -プ ロ BNPの と き に 特 異 的 に 測 定 さ れ る 。 BNP77～ 106断
片 は 、 そ の 存 在 お よ び ／ ま た は 量 が 検 出 ま た は 定 量 化 さ れ 、 BNP77～ 108な ど の そ の 他 の BN
P断 片 の 存 在 お よ び ／ ま た は 量 が BNP77～ 106の 特 異 的 な 測 定 を 構 成 す る シ グ ナ ル に 寄 与 し
な い と き に 、 特 異 的 に 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 免 疫 ア ッ セ イ か ら の シ グ ナ ル は 、 抗 体 が シ グ ナ ル を 生 じ る た め に 必 要 な 複 合 体 の 形 成 に
関 与 す る 場 合 、 「 抗 体 に 対 す る 結 合 に 依 存 す る 」 と 言 わ れ る 。 例 え ば 、 固 相 抗 体 お よ び 第
2の 抗 体 複 合 体 を 使 用 し て 構 築 さ れ た サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ 法 で は 、 そ の そ れ ぞ れ が
、 分 析 物 に 結 合 し て サ ン ド イ ッ チ を 形 成 し な け れ ば な ら ず 、 固 相 抗 体 お よ び 第 2抗 体 は そ
れ ぞ れ 、 シ グ ナ ル を 生 じ る た め に 必 要 な 複 合 体 の 形 成 に 関 与 す る 。 単 一 の 抗 体 が 使 用 さ れ
、 分 析 物 が 結 合 に 関 し て 分 析 物 抱 合 体 と 競 合 す る と い う 競 合 免 疫 ア ッ セ イ 法 で は 、 単 一 の
抗 体 が シ グ ナ ル を 生 じ る た め に 必 要 な 複 合 体 の 形 成 に 関 与 す る 。 多 数 の さ ら な る 免 疫 ア ッ
セ イ 法 の 構 築 が 提 供 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 複 数 」 と い う 用 語 は 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 お よ び BNP
ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な る 2つ 以 上 の 分 子 種 を い う 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 「 イ ン タ ラ ク タ ー 」 は 、 別 の 分 子 と 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 「 免 疫 ア ッ セ イ 法 」 は 、 分 析 物 の 特 異 性 が ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 な ど の 抗 体 お よ
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び リ ガ ン ド 間 の 特 異 的 な 結 合 に よ っ て 与 え ら れ る 試 料 中 の 分 析 物 を 検 出 す る 方 法 を い う 。
こ れ は 、 抗 体 と リ ガ ン ド と の 間 の 特 異 的 な 結 合 を 介 し て 抗 体 分 析 物 を 検 出 す る 工 程 を 含 む
。 免 疫 ア ッ セ イ 形 式 の 詳 細 お よ び 特 異 的 な 免 疫 反 応 性 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き る 条 件 に つ い て は 、 Harlow and Lane (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, Cold
 Spring Harbor Publications, New Yorkを 参 照 さ れ た い 。 「 タ グ 付 き 免 疫 ア ッ セ イ 法 」
は 、 分 析 物 が 直 接 検 出 さ れ な い が 、 タ グ ま た は 標 識 の 検 出 を 介 し て 検 出 さ れ る 免 疫 ア ッ セ
イ 法 で あ る 。 一 般 に 、 分 析 物 に は 、 そ れ 自 体 に タ グ が 付 け ら れ る か 、 ま た は 免 疫 ア ッ セ イ
法 で は 、 そ れ 自 体 に タ グ が 付 け ら れ た タ グ 付 き 抗 体 と 分 析 物 の 結 合 を 含 む 。 抗 原 お よ び 抗
体 を 検 出 す る た め に 標 識 さ れ た 試 薬 を 使 用 す る 免 疫 ア ッ セ イ 技 術 は 、 感 度 が 高 い 。 放 射 性
同 位 元 素 ま た は 酵 素 で 標 識 さ れ た リ ガ ン ド を 使 用 す る 抗 体 の た め の 固 相 ア ッ セ イ 法 （ 放 射
免 疫 ア ッ セ イ 法 ； RIAお よ び 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 法 ； ELISA） は 、 多 数 を 比 較 的 短 時
間 に 行 う こ と が で き る の で 、 広 く 使 用 さ れ て い る 。 RIAお よ び ELISAは 、 抗 体 （ ま た は 抗 原
） に 対 し て 直 接 結 合 す る ア ッ セ イ 法 で あ り 、 両 方 と も 同 じ 原 理 で 作 用 す る が 、 特 異 的 な 結
合 を 検 出 す る 手 段 が 異 な る 。 両 方 法 に 関 し て 、 ア ッ セ イ 法 を 標 準 化 す る た め に 、 公 知 の 抗
原 も し く は 抗 体 、 ま た は 両 方 の 純 粋 な 調 製 が 必 要 で あ る 。 抗 原 の た め の RIAで は 、 そ の 抗
原 に 対 す る 純 粋 な 抗 体 が 、 通 常 1 2 5 Iで 放 射 性 標 識 さ れ て お り ； ELISAで は 、 酵 素 が 抗 体 に
化 学 的 に 連 結 さ れ て い る 。 非 標 識 の 成 分 は 、 こ の 場 合 抗 原 で あ り 、 一 定 量 の 任 意 の タ ン パ
ク 質 を 吸 着 す る プ ラ ス チ ッ ク ・ マ ル チ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト の ウ ェ ル な ど の 固 体 支 持 体 に 付 着
さ れ て い る 。 標 識 抗 体 は 、 非 特 異 的 吸 着 が ブ ロ ッ ク さ れ る 条 件 下 で 無 標 識 抗 原 と 結 合 す る
こ と が で き 、 任 意 の 結 合 し て い な い 抗 体 お よ び そ の 他 の タ ン パ ク 質 は 、 洗 い 流 さ れ る 。 RI
Aに お け る 抗 体 結 合 は 、 被 覆 ウ ェ ル に よ っ て 保 持 さ れ る 放 射 能 の 量 に よ っ て 直 接 測 定 さ れ
る が 、 ELISAに お い て は 、 結 合 は 、 無 色 の 基 質 を 有 色 の 反 応 生 成 物 に 変 換 す る 反 応 に よ っ
て 検 出 さ れ る 。 標 識 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 は 、 ま た 、 無 標 識 抗 原 を 被 覆 し た プ レ ー
ト に 対 す る 無 標 識 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る た め に 、 RIAま た は ELISAに よ っ て 使 用 す る こ と が
で き る 。 ま た は 、 免 疫 ア ッ セ イ は 、 SELDI MS免 疫 ア ッ セ イ で あ っ て も よ い 。 質 量 分 析 法 に
基 づ い た 免 疫 ア ッ セ イ 法 で は 、 質 量 に 基 づ い て 種 々 の 捕 獲 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 自 動 的 な
識 別 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 「 捕 獲 」 ま た は 「 サ ン ド イ ッ チ ELISA」 （ ま た は よ り 一 般 に は 「 抗 原 捕 獲 ア ッ セ イ 法 」
と 称 さ れ る ） と し て 公 知 の ELISAの 改 変 は 、 サ イ ト カ イ ン な ど の 分 泌 産 物 を 検 出 す る た め
に 使 用 す る こ と が で き る 。 抗 原 は 、 プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト に 直 接 付 着 さ れ て い る の で は な
く む し ろ 、 抗 原 特 異 的 抗 体 が プ レ ー ト に 結 合 さ れ て い る 。 こ れ ら は 、 抗 原 に 高 い 親 和 性 で
結 合 し 、 し た が っ て 、 初 期 混 合 物 の 非 常 に 低 濃 度 で 存 在 す る 抗 原 に さ え も プ レ ー ト の 表 面
上 に こ れ を 濃 縮 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 固 定 さ れ た 第 1の 抗 体 に 対 す る 異 な る エ ピ ト
ー プ を 認 識 す る 別 の 標 識 抗 体 を 使 用 し て 、 結 合 し た 抗 原 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 RIAお よ び ELISAは 、 両 方 と も 純 粋 な 標 識 抗 原 ま た は 抗 体 の 結 合 に 依 存 す る の で 、 未 知 組
成 の 試 料 中 の 抗 原 ま た は 抗 体 の 量 を 直 接 測 定 す る こ と が で き な い 。 「 競 合 阻 害 ア ッ セ イ 法
」 で は 、 未 知 試 料 中 の 特 定 の 抗 原 の 存 在 お よ び 量 は 、 典 型 的 に は プ ラ ス チ ッ ク ・ ウ ェ ル に
付 着 さ れ た 抗 体 に 対 す る 結 合 に つ い て 標 識 さ れ た 参 照 抗 原 と こ れ が 競 合 す る 能 力 に よ っ て
決 定 さ れ る 。 検 量 線 は 、 最 初 に 公 知 の 無 標 識 標 準 標 品 の 量 を 変 化 さ せ て 添 加 す る こ と に よ
っ て 構 築 さ れ ； 次 い で 、 本 ア ッ セ イ 法 に よ り 、 未 知 試 料 中 の 抗 原 の 量 を 標 準 と 比 較 し て 測
定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 法 は 、 適 切 な 抗 原 を プ レ ー ト に 付 着 し て
、 試 験 試 料 が 標 識 さ れ た 特 異 的 抗 体 の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 測 定 す る こ と に よ っ て 未 知 組
成 の 試 料 中 の 抗 体 を 測 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 抗 体 な ど の 分 子 は 、 分 子 の 量 、 そ の 結 合 特 異 性 、 お よ び ／ ま た は そ の 品 質 、 例 え ば そ の
分 解 の 状 態 に 関 し て 、 「 認 定 す る （ qualify） 」 こ と が で き る 。 例 え ば 、 免 疫 ア ッ セ イ キ
ャ リ ブ レ ー タ ー 、 例 え ば BNP免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー に お い て 、 ペ プ チ ド を 認 定 す
る 方 法 は 、 質 量 分 析 に よ っ て 、 特 に SELDIに よ っ て 行 う こ と が で き る 。 SELDIで は 、 こ れ ら
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を 質 量 に 従 っ て 識 別 す る こ と が で き 、 お よ び 質 量 ス ペ ク ト ル ・ ピ ー ク 下 の 領 域 に 基 づ い て
定 量 化 す る こ と が で き る の で 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を よ り 正 確 に 識 別 す る こ と が で き る 。 質
量 分 析 で は 、 質 量 に よ っ て 分 子 を 定 量 化 す る の で 、 同 じ エ ピ ト ー プ を 含 む が 質 量 が 異 な る
ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 さ れ 、 区 別 さ れ 、 お よ び 測 定 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 「 検 出 可 能 な 部 分 」 ま た は 「 標 識 」 ま た は 「 タ グ 」 は 、 分 光 学 的 、 光 化 学 的 、 生 化 学 的
、 免 疫 化 学 的 、 ま た は 化 学 的 手 段 に よ っ て 検 出 可 能 な 組 成 物 を い う 。 例 え ば 、 有 用 な 標 識
は 、 3 2 P、 3 5 S、 蛍 光 色 素 、 高 電 子 密 度 試 薬 、 酵 素 （ 例 え ば 、 ELISAに お い て 共 通 し て 使 用
さ れ る も の ） 、 ビ オ チ ン -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 抗 血 清 も し く は モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 が 利 用 で き る ハ プ テ ン お よ び タ ン パ ク 質 、 ま た は 標 的 に 対 す る 配 列 相 補 性 を
有 す る 核 酸 分 子 を 含 む 。 検 出 可 能 な 部 分 は 、 放 射 性 、 色 素 生 産 性 、 ま た は 蛍 光 性 の シ グ ナ
ル な ど の 測 定 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ 、 こ れ ら は 、 試 料 中 の 結 合 し た 検 出 可 能 な 部 分 の 量 を
定 量 化 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 部 分 は 、 共 有 結 合 で 、 ま た は イ オ ン
結 合 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 結 合 、 も し く は 水 素 結 合 で 、 例 え ば 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド も し く
は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に よ っ て 認 識 さ れ る ビ オ チ ン 化 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 、 プ ラ イ マ ー
に 組 み 入 れ る か 、 ま た は 付 着 さ せ る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 部 分 は 、 直 接 的 ま た は 間 接
的 に 検 出 す る こ と が で き る 。 間 接 的 な 検 出 は 、 検 出 可 能 な 部 分 に 第 2の 直 接 的 ま た は 間 接
的 に 検 出 可 能 な 部 分 を 結 合 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な 部 分 は 、 ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る ビ オ チ ン 、 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 特 異 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 相 補 配 列 の 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 な ど
の 、 結 合 パ ー ト ナ ー の リ ガ ン ド で あ る こ と が で き る 。 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 そ れ 自 身 が 直 接
検 出 可 能 で あ る こ と が で き 、 例 え ば 、 抗 体 を そ れ 自 体 蛍 光 分 子 で 標 識 す る こ と が で き る 。
ま た 、 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 間 接 的 に 検 出 可 能 で あ る こ と が で き 、 例 え ば 相 補 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 有 す る 核 酸 は 、 そ の 他 の 標 識 さ れ た 核 酸 分 子 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 介 し て
次 々 に 検 出 可 能 で あ る 分 枝 し た DNA分 子 の 一 部 で あ る こ と が で き る 。 （ 例 え ば 、 P. D. Fah
rlander and A. Klausner, Bio/Technology 6： 1165 (1988)を 参 照 さ れ た い ） 。 シ グ ナ ル
の 定 量 化 は 、 例 え ば シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 、 濃 度 測 定 、 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ
っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る ア ッ セ イ 法 を 行 う た め の 装 置 は 、 好 ま し く は 、 複 数 の 分 離 し
た 、 独 立 し て 位 置 参 照 可 能 な （ addressable） 部 位 、 ま た は 「 診 断 ゾ ー ン 」 を 含 み 、 そ の
そ れ ぞ れ が 関 心 対 象 の 特 定 の ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の セ ッ ト に 関 連 す る 。 例 え ば 、 各 々
の 複 数 の 分 離 し た ゾ ー ン は 、 異 な る ペ プ チ ド が 結 合 す る た め の 受 容 体 （ 例 え ば 、 抗 体 ） を
含 ん で い て も よ い 。 ま た は 、 1つ ま た は 複 数 の ゾ ー ン は 、 そ れ ぞ れ 複 数 の ペ プ チ ド が 結 合
す る た め の 受 容 体 （ 例 え ば 、 抗 体 ） を 含 ん で い て も よ い 。 試 料 の 装 置 と の 反 応 に 続 い て 、
シ グ ナ ル が 診 断 ゾ ー ン か ら 生 じ 、 次 い で 、 こ れ を 関 心 対 象 の ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 に 相
関 さ せ て も よ い 。 一 部 の 例 で は 、 「 診 断 ゾ ー ン 」 は 、 「 位 置 参 照 可 能 な 部 位 」 と も 称 さ れ
る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 分 離 し た 」 と い う 用 語 は 、 隣 接 し な い 表 面 の 領 域 を い う 。 す な
わ ち 、 2つ の 領 域 は 、 完 全 に ど ち ら の 領 域 の 一 部 で も な い 辺 縁 が 、 各 々 の 2つ の 領 域 を 囲 む
場 合 に 互 い に 分 離 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 独 立 し て 位 置 参 照 可 能 な 」 と い う
用 語 は 、 特 異 的 な シ グ ナ ル が 得 ら れ る で あ ろ う 表 面 の 分 離 し た 領 域 を い う 。 ま た 、 抗 体 ゾ
ー ン は 、 互 い に 独 立 し て い る こ と が で き る が 、 表 面 上 で 互 い に 接 触 し て い る こ と も で き る
。 例 え ば 、 単 一 抗 原 の 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 は 、 そ れ ぞ れ 複 数 の 位 置 参 照 可 能
な 部 位 を 含 む バ イ オ チ ッ プ の 表 面 に 付 着 す る こ と が で き 、 各 々 の 部 位 が 付 着 し た 抗 体 を 有
す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 「 試 料 」 と い う 用 語 は 、 1つ も し く は 複 数 の 分 子 の 有 無 が 試 験 さ れ る 生 体 分 子 の 分 量 を
い う 。
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【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 試 験 試 料 」 と い う 用 語 は 、 関 心 対 象 の 1つ も し く は 複 数 の 分 析
物 の 存 在 ま た は 量 が 未 知 で あ り 、 ア ッ セ イ 法 、 好 ま し く は 免 疫 ア ッ セ イ 法 で 決 定 さ れ る 試
料 を を い う 。 好 ま し く は 、 試 験 試 料 は 、 患 者 な ど の 被 験 者 の 診 断 、 予 後 、 ま た は 評 価 の 目
的 で 得 ら れ た 体 液 で あ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 こ の よ う な 試 料 は 、 持 続 的 な 症 状 の 結 果 ま
た は 症 状 に 対 す る 治 療 処 方 計 画 の 効 果 を 決 定 す る た め に 得 ら れ て も よ い 。 好 ま し い 試 験 試
料 は 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 脳 脊 髄 液 、 尿 、 お よ び 唾 液 を 含 む 。 一 部 の 試 験 試 料 は 、 分 画 ま
た は 精 製 手 順 、 例 え ば 全 血 の 血 清 ま た は 血 漿 成 分 へ の 分 離 後 に 、 よ り 容 易 に 解 析 さ れ る 。
好 ま し い 試 料 は 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 並 び に イ ヌ お よ び ネ コ な ど の 動 物 か ら 得 て も よ い 。 特
に 好 ま し い 試 料 は 、 ヒ ト か ら 得 ら れ る 。 対 照 的 に 、 「 標 準 試 料 」 は 、 関 心 対 象 の 1つ も し
く は 複 数 の 分 析 物 の 存 在 ま た は 量 が 、 1つ ま た は 複 数 の 分 析 物 を ア ッ セ イ す る 前 に 既 知 で
あ る 試 料 を い う 。 患 者 か ら 得 ら れ た 一 部 の 試 験 試 料 は 、 「 試 験 試 料 」 と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 疾 患 試 料 」 と い う 用 語 は 、 所 与 の 疾 患 に 罹 患 し て い る こ と が 決
定 さ れ た 被 験 者 か ら 得 ら れ た 組 織 試 料 を い う 。 臨 床 診 断 の た め の 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で
あ る 。 例 え ば 、 Kelley's Textbook of Internal Medicine, 4t h  Ed., Lippincott Willia
ms & Wilkins, Philadelphia, PA, 2000；  The Merck Manual of Diagnosis and Therapy
, 17 t h  Ed., Merck Research Laboratories, Whitehouse Station, N.J., 1999.を 参 照 さ
れ た い 。 「 疾 患 」 は 、 医 療 分 野 に お い て 、 脳 卒 中 、 心 筋 梗 塞 、 お よ び そ の 他 の 有 害 な 健 康
事 象 な ど の 疾 患 に 関 連 し た 有 害 な 結 果 と し て 一 般 に 受 け 入 れ ら れ る 事 象 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 BNPの 病 態 的 レ ベ ル と は 、 病 気 に 罹 患 し て い な い 個 体 集 団 の 平 均 レ ベ ル と 比 較 し て 、 患
者 に お け る BNPポ リ ペ プ チ ド の 統 計 学 的 に 有 意 な 変 化 （ p≦ 0.05） 、 通 常 は 増 加 を い う 。 BN
Pに 関 連 し た 病 態 は 、 少 な く と も 1つ の BNPポ リ ペ プ チ ド ま た は こ れ ら の 混 合 物 の 病 態 レ ベ
ル に よ る か 、 ま た は さ も な け れ ば 関 係 す る 疾 患 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 疾 患 は 、 心 臓 血 管
疾 患 、 例 え ば 、 脳 卒 中 、 鬱 血 性 心 不 全 （ CHF） 、 心 臓 虚 血 、 全 身 性 の 高 血 圧 、 急 性 心 筋 梗
塞 症 、 お よ び 急 性 冠 動 脈 症 候 群 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 関 心 対 象 の 1つ も し く は 複 数 の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 の 存 在 ま た は 量 は 、 疾 患 、
ま た は 疾 患 に 関 連 し た 将 来 の 有 害 結 果 の 可 能 性 の 有 無 に 関 連 し て い る で あ ろ う 。 し か し 、
ア ッ セ イ 法 か ら 得 ら れ た シ グ ナ ル は 、 1つ も し く は 複 数 の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 の
存 在 ま た は 量 に 関 連 す る 必 要 は な く ； む し ろ 、 シ グ ナ ル は 、 疾 患 、 ま た は 疾 患 に 関 連 し た
将 来 の 有 害 な 結 果 の 可 能 性 の 有 無 に 直 接 関 連 し て い て も よ い 。 例 え ば 、 シ グ ナ ル xの レ ベ
ル は 、 y pg/mLの 断 片 が 試 料 中 に 存 在 す る こ と を 示 し て い て も よ い 。 次 い で 、 表 は 、 y pg/
mLの そ の 断 片 が 鬱 血 性 心 不 全 を 示 す こ と を 示 し て も よ い 。 断 片 が ど の く ら い 存 在 す る か を
決 定 せ ず に 、 単 に シ グ ナ ル xの レ ベ ル を 鬱 血 性 心 不 全 と 直 接 関 連 づ け る こ と も 同 程 度 に 有
効 で あ ろ う 。 こ の よ う な シ グ ナ ル は 、 好 ま し く は 本 発 明 の 抗 体 を 使 用 す る 免 疫 ア ッ セ イ か
ら 得 ら れ る が 、 そ の 他 の 方 法 も 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 予 測 さ れ て い な い ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド
が 、 解 析 さ れ る 生 体 試 料 の 特 定 の タ イ プ に お い て 、 天 然 に 存 在 す る こ と が 以 前 に 証 明 さ れ
て い な か っ た こ と を い う 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 血 液 、 血 清 、 ま た は 血 漿 試 料 、 お
よ び 最 も 好 ま し く は ヒ ト の 血 、 血 清 、 ま た は 血 漿 試 料 に あ る こ と が 予 測 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド
の ア ミ ノ 酸 配 列 が 得 ら れ る 方 法 を い う 。 こ の よ う な 方 法 は 、 直 接 の シ ー ケ ン シ ン グ （ 例 え
ば 、 エ ド マ ン 分 解 に よ っ て ） ； 質 量 分 析 に よ る 同 定 （ こ れ に は 、 予 測 さ れ た 、 ま た は 既 知
の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 観 察 さ れ た m/zを 比 較 す る こ と （ 例 え ば 、 Cagney and Emili,
 Nature Biotechnol. 20：  163-170 (2002)を 参 照 さ れ た い ） を 含 み う る ） ； ペ プ チ ド マ
ッ ピ ン グ な ど を 含 ん で も よ い 。
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【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 質 量 分 析 」 ま た は 「 MS」 と い う 用 語 は 、 こ れ ら の 質 量 -電 荷 比
、 ま た は 「 m/z」 に 基 づ い て イ オ ン を ふ る い 分 け 、 検 出 し 、 お よ び 測 定 す る 方 法 を い う 。
一 般 に 、 関 心 対 象 の 1つ ま た は 複 数 の 分 子 を 電 離 し て 、 そ の 後 に イ オ ン を 質 量 分 光 写 真 計
測 器 に 導 入 し 、 そ こ で 磁 場 お よ び 電 場 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 、 イ オ ン が 質 量 （ 「 m」 ） お
よ び 電 荷 （ 「 z」 ） に 依 存 的 に 間 隔 内 の 経 路 を 追 従 す る 。 例 え ば 、 「 Mass Spectrometry F
rom Surfaces」 と 題 す る 米 国 特 許 第 6,204,500号 , 「 Methods and Apparatus for Tandem 
Mass Spectrometry」 と 題 す る 米 国 特 許 第 6,107,623号 、 「 DNA Diagnostics Based On Mas
s Spectrometry」 と 題 す る 米 国 特 許 第 6,268,144号 、 「 Surface-Enhanced Photolabile At
tachment And Release For Desorption And Detection Of Analytes」 と 題 す る 米 国 特 許
第 6,124,137号 、 Wright et al., 「 Proteinchip surface enhanced laser desorption/io
nization (SELDI) mass spectrometry： a novel protein biochip technology for detec
tion of prostate cancer biomarkers in complex protein mixtures」 , Prostate Cance
r and Prostatic Diseases 2：  264-76 (1999)； お よ び  Merchant and Weinberger, 「 Re
cent advancements in surface-enhanced laser desorption/ionization-time of flight
-mass spectrometry」 , Electrophoresis 21： 1164-67 (2000)を 参 照 さ れ た い （ そ れ ぞ れ
、 全 て の 表 、 図 、 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 を 含 む そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ
ら れ る ） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 例 え ば 、 「 四 極 子 」 ま た は 「 四 極 子 イ オ ン ト ラ ッ プ 」 計 測 器 で は 、 振 動 す る 高 周 波 場 の
イ オ ン が 、 電 極 間 に 印 加 さ れ た DC電 位 、 RFシ グ ナ ル の 振 幅 、 お よ び m/zに 比 例 し た 力 を 受
け る 。 電 圧 お よ び 振 幅 は 、 特 定 の m/zを 有 す る イ オ ン だ け が 四 極 子 の 長 さ を 進 む が 、 そ の
他 の 全 て の イ オ ン は 偏 る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 四 極 子 計 測 器 は 、 計 測 器
に 注 入 さ れ る イ オ ン の 「 マ ス フ ィ ル タ ー 」 と し て 、 お よ び 「 質 量 検 出 器 」 と し て の 両 方 と
し て 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 そ の う え 、 「 タ ン デ ム 型 質 量 分 析 」 、 ま た は 「 MS/MS」 を 使 用 す る こ と に よ っ て MS技 術
の 分 解 能 を 増 強 す る こ と が で き る こ と が 多 い 。 こ の 技 術 に お い て 、 関 心 対 象 の 分 子 か ら 生
成 さ れ る 前 駆 体 イ オ ン ま た は イ オ ン 群 は 、 MS計 測 器 内 で フ ィ ル タ ー を か け て 、 そ の 後 に こ
れ ら の 前 駆 体 イ オ ン を 断 片 化 し て 1つ ま た は 複 数 の 断 片 イ オ ン を 得 て 、 次 い で 第 2の MS手 順
で 解 析 し て も よ い 。 前 駆 体 イ オ ン の 精 選 に よ っ て 、 関 心 対 象 の 一 定 の 分 析 物 に よ っ て 生 成
さ れ た イ オ ン だ け が 断 片 化 チ ャ ン バ ー に 渡 さ れ 、 こ こ で 不 活 性 ガ ス の 原 子 と 衝 突 が 生 じ て
断 片 イ オ ン を 生 成 す る 。 前 駆 体 お よ び 断 片 イ オ ン は 両 方 と も 、 所 与 の イ オ ン 化 ／ 断 片 化 条
件 セ ッ ト 下 で 再 現 性 の あ る 様 式 で 生 成 さ れ る の で 、 MS/MS技 術 は 、 極 め て 強 力 な 解 析 ツ ー
ル を 提 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 濾 過 ／ 断 片 化 の 組 み 合 わ せ は 、 妨 害 物 質 を 除 去 す る
た め に 使 用 す る こ と が で き 、 特 に 生 体 試 料 な ど の 複 合 体 試 料 に お い て 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 加 え て 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 と 飛 行 時 間 型 の ア ナ ラ イ ザ ー （ 「 MALD
I-TOF」 ） と の 組 み 合 わ せ 、 ま た は 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 と 飛 行 時 間 型 ア ナ ラ イ
ザ ー （ 「 SELDI-TOF」 ） と の 組 み 合 わ せ な ど の 最 近 の 技 術 の 進 歩 に よ り 、 非 常 に 短 い イ オ
ン ・ パ ル ス で フ ェ ム ト モ ル 量 で 分 析 物 を 解 析 す る こ と が で き る 。 ま た 、 飛 行 時 間 型 の ア ナ
ラ イ ザ ー を 直 列 型 MSと 組 み 合 わ せ た 質 量 分 析 計 が 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 さ ら に 、 MS/MS-MA
LDI-TOFお よ び MS/MS-SELDI-TOFを 含 む 、 複 数 の 質 量 分 析 工 程 を 「 MS/MS」 お よ び 「 MS/MS-T
OF」 に 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 の 特 性 付 け お よ び 同 定 の た め の 好 ま し い 装
置 お よ び 方 法 は 、 米 国 特 許 出 願 第 2002/0182649号 ； 米 国 特 許 第 6,225,047号 ；  Issaq et a
l., Biochem. Biophys. Res. Commun. 292：  587-92 (2002)； お よ び Issaq et al., Anal
. Chem. 75：  149A-155A (2003)に 開 示 さ れ て お り 、 そ れ ぞ れ は 、 そ の 全 体 が 参 照 と し て
本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 イ オ ン は 、 電 子 イ オ ン 化 、 化 学 イ オ ン 化 、 高 速 原 子 衝 撃 、 フ ィ ー ル ド 脱 着 、 お よ び マ ト
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リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 （ 「 MALDI」 ） 、 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 （ 「 S
ELDI」 ） 、 光 子 イ オ ン 化 、 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー ・ イ オ ン 化 、 お よ び 誘 導 結 合 プ ラ ズ マ を 含
む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 種 々 の 方 法 を 使 用 し て 生 成 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 気 相 式 イ オ ン 分 光 計 （ 例 え ば 、 質 量 分 析 計 ）
の プ ロ ー ブ ・ イ ン タ フ ェ ー ス に 係 合 す る た め に 、 お よ び イ オ ン 化 の た め に イ オ ン 化 エ ネ ル
ギ ー に 対 し て 分 析 物 を 提 示 し 、 か つ 質 量 分 析 計 な ど の 気 相 式 イ オ ン 分 光 計 に 導 入 す る た め
に 適 応 さ れ た 装 置 を い う 。 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 一 般 に 分 析 物 が イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー の 供 与 源
に 提 示 さ れ る 試 料 提 示 表 面 を 含 む 固 体 の 基 体 （ 柔 軟 ま た は 強 固 な も の ） を 含 む 。 一 般 に 、
吸 着 剤 表 面 を 有 す る プ ロ ー ブ を 、 試 料 中 に 存 在 す る で あ ろ う 生 物 マ ー カ ー を 吸 着 剤 に 結 合
さ せ る た め に 十 分 な 期 間 、 試 料 と 接 触 さ せ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 、 基 体 を 洗 浄
し て 結 合 し て い な い 材 料 を 除 去 す る 。 任 意 の 適 切 な 洗 浄 溶 液 を 使 用 す る こ と が で き ； 好 ま
し く は 、 水 溶 液 が 使 用 さ れ る 。 分 子 が 結 合 し た ま ま で あ る 程 度 は 、 洗 浄 の ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー を 調 整 す る こ と に よ っ て 操 作 す る こ と が で き る 。 洗 浄 溶 液 の 溶 出 特 性 は 、 例 え ば 、 pH
、 イ オ ン 強 度 、 疎 水 性 、 カ オ ト ロ ピ ズ ム の 程 度 、 洗 浄 剤 強 度 、 お よ び 温 度 に 依 存 す る で あ
ろ う 。 プ ロ ー ブ が SEACお よ び SENDの 両 特 性 （ 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る と お り ） を 有 す る
限 り 、 結 合 し た 生 物 マ ー カ ー を 有 す る 基 体 に エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 が 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 「 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 」 ま た は 「 SELDI」 は 、 脱 離 ／ イ オ ン 化 気 相 式 の イ
オ ン 分 光 測 定 法 （ 例 え ば 、 質 量 分 析 ） を い い 、 本 方 法 で は 、 分 析 物 が 、 気 相 式 イ オ ン 分 光
計 の プ ロ ー ブ ・ イ ン タ フ ェ ー ス に 係 合 す る SELDIプ ロ ー ブ の 表 面 に 捕 獲 さ れ る 。 「 SELDI M
S」 で は 、 気 相 式 イ オ ン 分 光 計 は 、 質 量 分 析 計 で あ る 。 SELDI技 術 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,
719,060号 （ Hutchens and Yip） お よ び 米 国 特 許 第 6,225,047号 （ Hutchens and Yip） に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 SELDIの 一 つ の バ ー ジ ョ ン は 、 「 親 和 性 質 量 分 析 」 と 呼 ば れ て い る 。 「 表 面 増 強 親 和 性
捕 獲 」 ま た は 「 SEAC」 と も 呼 ば れ る 。 こ の バ ー ジ ョ ン は 、 物 質 と 分 析 物 と の 間 の 非 共 有 結
合 性 の 親 和 性 相 互 作 用 （ 吸 着 ） を 介 し て 分 析 物 を 捕 獲 す る 、 プ ロ ー ブ 表 面 上 の 物 質 を 有 す
る プ ロ ー ブ の 使 用 を 含 む 。 物 質 は 、 「 吸 着 剤 」 、 「 捕 獲 試 薬 」 、 「 親 和 性 試 薬 」 、 ま た は
「 結 合 部 分 」 と さ ま ざ ま に 呼 ば れ て い る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 「 親 和 性 捕 獲 プ ロ ー ブ
」 お よ び 「 吸 着 剤 表 面 」 を 有 す る も の と 称 す る こ と が で き る 。 捕 獲 試 薬 は 、 分 析 物 を 結 合
す る こ と が で き る 任 意 の 物 質 で あ る こ と が で き る 。 捕 獲 試 薬 は 、 選 択 的 表 面 の 基 体 に 対 し
て 直 接 付 着 し て も よ く 、 ま た は 基 体 は 、 例 え ば 共 有 結 合 も し く は 配 位 共 有 結 合 を 形 成 す る
反 応 を 介 し て 捕 獲 試 薬 を 結 合 す る こ と が で き る 反 応 性 部 分 を 有 す る 反 応 性 表 面 を 有 し て も
よ い 。 エ ポ キ シ ド お よ び カ ル ボ ジ イ ミ ジ ゾ ー ル は 、 抗 体 ま た は 細 胞 受 容 体 な ど の ポ リ ペ プ
チ ド 捕 獲 試 薬 を 共 有 結 合 性 に 結 合 す る た め の 有 用 な 反 応 性 部 分 で あ る 。 ニ ト リ ロ 酢 酸 お よ
び イ ミ ノ 二 酢 酸 は 、 キ レ ー ト 薬 と し て 機 能 し て 金 属 イ オ ン に 結 合 し 、 ヒ ス チ ジ ン 含 有 ペ プ
チ ド と 非 共 有 結 合 的 に 相 互 作 用 す る も の と し て 機 能 す る 有 用 な 反 応 性 部 分 で あ る 。 吸 着 剤
は 、 一 般 に ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 吸 着 剤 お よ び 生 物 特 異 的 吸 着 剤 と し て 分 類 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 「 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 吸 着 剤 」 は 、 典 型 的 に は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お い て 使 用 さ れ る
吸 着 材 料 を 含 む 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 吸 着 剤 は 、 例 え ば 、 イ オ ン 交 換 物 質 、 金 属 キ レ ー タ
ー （ 例 え ば 、 ニ ト リ ロ 酢 酸 ま た は イ ミ ノ 二 酢 酸 ） 、 固 定 さ れ た 金 属 キ レ ー ト 、 疎 水 的 相 互
作 用 吸 着 剤 、 親 水 性 相 互 作 用 吸 着 剤 、 染 料 、 単 純 な 生 体 分 子 （ 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ア
ミ ノ 酸 、 単 糖 、 お よ び 脂 肪 酸 ） 、 お よ び 混 合 様 式 の 吸 着 剤 （ 例 え ば 、 疎 水 性 引 力 ／ 静 電 反
発 吸 着 剤 ） を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 「 生 物 特 異 的 吸 着 剤 」 は 、 特 異 的 に 生 体 分 子 と 結 合 す る 分 子 を 含 む 。 典 型 的 に は 、 こ れ
ら は 、 生 体 分 子 、 例 え ば 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 ア プ タ マ ー ） 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 多 糖 体 、 脂 質
、 ス テ ロ イ ド 、 ま た は こ れ ら の 抱 合 体 （ 例 え ば 、 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 糖 脂 質
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、 核 酸 （ 例 え ば 、 DNA） -タ ン パ ク 質 複 合 体 ） を 含 む 。 あ る 例 で は 、 生 物 特 異 的 吸 着 剤 は 、
多 タ ン パ ク 質 の 複 合 体 、 生 体 膜 、 ま た は ウ イ ル ス な ど の 巨 大 分 子 構 造 で あ る こ と が で き る
。 生 物 特 異 的 吸 着 剤 の 例 は 、 抗 体 、 受 容 体 タ ン パ ク 質 、 お よ び 核 酸 で あ る 。 生 物 特 異 的 吸
着 剤 は 、 典 型 的 に は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 吸 着 剤 よ り も 標 的 分 析 物 に 対 し て 高 い 特 異 性
を 有 す る 。 SELDIに 使 用 さ れ る 吸 着 剤 の さ ら な る 例 は 、 米 国 特 許 第 6,225,047号 に お い て 見
出 さ れ る 。 「 生 物 選 択 的 （ bioselective） 吸 着 剤 」 は 、 少 な く と も 10 - 8 Mの 親 和 性 を 有 す
る 分 析 物 と 結 合 す る 吸 着 剤 を い う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 SEACプ ロ ー ブ は 、 選 択 の 吸 着 剤 を 提 供 す る よ う に 修 飾 す る こ
と が で き る 予 め 活 性 化 さ れ た 表 面 と し て 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 あ る プ ロ ー ブ で は 、 共 有 結
合 を 介 し て 生 体 分 子 に 結 合 す る こ と が で き る 反 応 性 部 分 が 提 供 さ れ る 。 エ ポ キ シ ド お よ び
カ ル ボ ジ イ ミ ジ ゾ ー ル は 、 抗 体 ま た は 細 胞 受 容 体 な ど の 生 物 特 異 的 吸 着 剤 に 共 有 結 合 性 に
結 合 す る 有 用 な 反 応 性 部 分 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 「 吸 着 」 は 、 吸 着 剤 ま た は 捕 獲 試 薬 に 対 す る 分 析 物 の 検 出 可 能 な 非 共 有 結 合 を い う 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 SELDIの も う 一 つ の バ ー ジ ョ ン は 、 表 面 増 強 ニ ー ト 脱 離 （ Surface-Enhanced Neat Desor
ption： SEND） で あ り 、 こ れ は 、 プ ロ ー ブ 表 面 （ 「 SENDプ ロ ー ブ 」 ） に 対 し て 化 学 的 に 結
合 さ れ る エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 を 含 む プ ロ ー ブ の 使 用 を 含 む 。 「 エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 」 （ EA
M） の 語 は 、 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 源 か ら エ ネ ル ギ ー を 吸 収 す る こ と が で き 、 そ の 後 に
、 こ れ と 接 触 す る 分 析 物 分 子 の 脱 離 お よ び イ オ ン 化 に 寄 与 す る 分 子 を 意 味 す る 。 EAMの カ
テ ゴ リ ー に は 、 MALDIに 使 用 さ れ る 分 子 を 含 み 、 往 々 に し て 「 マ ト リ ッ ク ス 」 と 称 さ れ 、
ケ イ 皮 酸 誘 導 体 、 シ ナ ピ ン 酸 （ SPA） 、 シ ア ノ ヒ ド ロ キ シ ケ イ 皮 酸 （ CHCA） 、 お よ び ジ ヒ
ド ロ キ シ 安 息 香 酸 、 フ ェ ル ラ 酸 、 お よ び ヒ ド ロ キ シ ア セ ト フ ェ ノ ン 誘 導 体 に よ っ て 例 示 さ
れ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 は 、 直 鎖 ま た は 架 橋 重 合 体 、 例 え ば ポ リ メ
タ ク リ レ ー ト に 組 み 入 れ ら れ る 。 例 え ば 、 組 成 物 は 、 α -シ ア ノ -4-メ タ ク リ ロ イ ル オ キ シ
ケ イ 皮 酸 お よ び ア ク リ ラ ー ト の 共 重 合 体 で あ る こ と が で き る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、
組 成 物 は 、 α -シ ア ノ -4-メ タ ク リ ロ イ ル オ キ シ ケ イ 皮 酸 、 ア ク リ ラ ー ト 、 お よ び 3-（ ト リ
-エ ト キ シ ） シ リ ル プ ロ ピ ル メ タ ク リ ラ ー ト の 共 重 合 体 で あ る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て
、 組 成 物 は 、 α -シ ア ノ -4-メ タ ク リ ロ イ ル オ キ シ ケ イ 皮 酸 お よ び オ ク タ デ シ ル メ タ ク リ ラ
ー ト （ 「 C18 SEND」 ） の 共 重 合 体 で あ る 。 SENDは 、 米 国 特 許 第 6,124,137号 お よ び PCT国 際
公 開 公 報 第 03/64594号 （ Kitagawa, 「 Monomers And Polymers Having Energy Absorbing 
Moieties Of Use In Desorption/Ionization Of Analytes」 , 2003年 8月 7日 ） に お い て さ
ら に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 SEAC／ SENDは 、 捕 獲 試 薬 お よ び エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 の 両 者 が 試 料 提 示 表 面 に 付 着 さ れ た
SELDIの バ ー ジ ョ ン で あ る 。 従 っ て 、 SEAC／ SENDプ ロ ー ブ は 、 外 部 マ ト リ ッ ク ス を 適 用 す
る 必 要 な く 、 親 和 性 捕 獲 に よ る 分 析 物 の 捕 獲 、 お よ び イ オ ン 化 ／ 脱 離 を 可 能 に す る 。 C18 
SENDバ イ オ チ ッ プ は 、 捕 獲 試 薬 と し て 機 能 す る C18部 分 と エ ネ ル ギ ー 吸 収 部 分 と し て 機 能
す る CHCA部 分 と を 含 む SEAC／ SENDの バ ー ジ ョ ン で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 SELDIの も う 一 つ の バ ー ジ ョ ン は 、 表 面 増 強 感 光 性 付 着 お よ び 遊 離 （ Surface-Enhanced 
Photolabile Attachment and Release： SEPAR） と 呼 ば れ 、 分 析 物 を 共 有 結 合 性 に 結 合 す
る こ と が で き 、 次 い で 、 光 に 対 し て 、 例 え ば レ ー ザ ー 光 に 対 し て 曝 露 後 に そ の 部 分 の 感 光
性 結 合 を 断 つ こ と に よ っ て 分 析 物 を 遊 離 さ せ る こ と が で き る 、 表 面 に 付 着 さ れ た 部 分 を 有
す る プ ロ ー ブ の 使 用 を 含 む （ 米 国 特 許 第 5,719,060号 を 参 照 さ れ た い ） 。 SEPARお よ び SELD
Iの そ の 他 の 形 態 は 、 本 発 明 に 従 っ て 生 物 マ ー カ ー ま た は 生 物 マ ー カ ー プ ロ フ ィ ー ル を 検
出 す る た め に 容 易 に 適 応 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 も う 一 つ の 質 量 分 析 方 法 に お い て 、 生 物 マ ー カ ー は 、 標 的 分 子 に 結 合 す る ク ロ マ ト グ ラ

10

20

30

40

50

(28) JP 2006-527190 A 2006.11.30



フ ィ ー 樹 脂 に 対 し て 最 初 に 捕 獲 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 樹 脂 は 、 抗 BNP抗 体 に よ っ
て 誘 導 体 化 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 こ の 方 法 は 、 陽 イ オ ン 交 換 樹 脂 に 適 用 す る 前 に 陰
イ オ ン 交 換 樹 脂 に 対 す る 試 料 の 分 画 を 先 に 行 う こ と が で き る 。 樹 脂 か ら の 溶 出 後 に 、 試 料
を MALDI、 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー 、 ま た は 質 量 分 析 の た め の 別 の イ オ ン 化 法 に よ っ て 解 析 す
る こ と が で き る 。 も う 一 つ の 変 形 例 に お い て 、 陰 イ オ ン 交 換 樹 脂 で 分 画 し 、 直 接 MALDIま
た は エ レ ク ト ロ ス プ レ ー 質 量 分 析 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 さ ら に も う 一 つ の 方 法
に お い て 、 生 物 マ ー カ ー を 結 合 す る 抗 体 を 含 む 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 で 生 物 マ ー カ
ー を 捕 獲 し て 、 結 合 し て い な い 材 料 を 除 去 す る た め に 樹 脂 を 洗 浄 し 、 樹 脂 か ら 生 物 マ ー カ
ー を 溶 出 し 、 MALDI、 SELDI、 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー 質 量 分 析 、 ま た は 別 の イ オ ン 化 質 量 分 析
方 法 に よ っ て 溶 出 さ れ た 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 「 溶 出 剤 」 ま た は 「 洗 浄 溶 液 」 は 、 吸 着 剤 表 面 に 対 す る 分 析 物 の 吸 着 に 影 響 を 及 ぼ し 、
も し く は 修 飾 し 、 お よ び ／ ま た は 結 合 し て い な い 物 質 を 表 面 か ら 除 去 す る た め に 使 用 さ れ
る 薬 剤 、 典 型 的 に は 溶 液 を い う 。 溶 出 剤 の 溶 出 特 性 は 、 例 え ば 、 pH、 イ オ ン 強 度 、 疎 水 性
、 カ オ ト ロ ピ ズ ム の 程 度 、 洗 浄 剤 強 度 、 お よ び 温 度 に 依 存 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 「 分 析 物 」 は 、 検 出 さ れ る こ と が 望 ま れ る 任 意 の 試 料 の 成 分 を い う 。 本 用 語 は 、 試 料 中
の 単 一 成 分 ま た は 複 数 の 成 分 を い う こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 親 和 性 捕 獲 プ ロ ー ブ の 吸 着 表 面 に 吸 着 さ れ る 試 料 の 「 複 雑 さ 」 は 、 吸 着 さ れ る 異 な る タ
ン パ ク 質 の 種 類 の 数 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 「 分 子 結 合 パ ー ト ナ ー 」 お よ び 「 特 異 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー 」 は 、 特 異 的 な 結 合 を 示 す 分
子 の 対 、 典 型 的 に は 生 体 分 子 の 対 を い う 。 分 子 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 受 容 体 お よ び リ ガ ン ド
、 抗 体 お よ び 抗 原 、 ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン 、 並 び に ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 「 モ ニ タ リ ン グ 」 は 、 複 数 の 時 点 で の パ ラ メ ー タ ー の 変 化 を 記 録 す る こ と を い う 。 任 意
に は 、 パ ラ メ ー タ ー は 、 連 続 的 に 変 化 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 「 固 体 支 持 体 」 は 、 捕 獲 試 薬 、 反 応 性 の 部 分 、 も し く は エ ネ ル ギ ー 吸 収 種 な ど の 化 学 的
部 分 で 誘 導 体 化 す る こ と が で き る か 、 ま た は さ も な け れ ば 付 着 す る こ と が で き る 固 体 成 分
を い う 。 例 示 的 な 固 体 支 持 体 は 、 チ ッ プ （ 例 え ば 、 プ ロ ー ブ ） 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト 、 お よ び ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 「 チ ッ プ 」 は 、 化 学 的 部 分 が 付 着 す る こ と が で き る 一 般 に 平 面 の 表 面 を 有 す る 固 体 支 持
体 を い う 。 ま た 、 プ ロ ー ブ ・ イ ン タ フ ェ ー ス を 係 合 す る た め に 適 応 さ れ る チ ッ プ は 、 「 プ
ロ ー ブ 」 と も 呼 ば れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 「 バ イ オ チ ッ プ 」 は 、 化 学 的 部 分 が 付 着 さ れ て い る チ ッ プ を い う 。 往 々 に し て 、 バ イ オ
チ ッ プ の 表 面 は 、 複 数 の 位 置 参 照 可 能 な 部 分 を 含 み 、 そ の そ れ ぞ れ の 部 位 に は 、 そ こ に 付
着 さ れ た 化 学 的 部 分 を 有 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 「 タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 捕 獲 の た め に 適 応 さ れ る バ イ オ チ ッ プ
を い う 。 Ciphergen Biosystems, Inc.に よ っ て 製 造 さ れ る タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ は 、 位
置 参 照 可 能 な 部 位 で 付 着 し た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は 生 物 特 異 的 吸 着 剤 を 有 す る 表 面 を
含 む 。 Ciphergen ProteinChip（ 登 録 商 標 ） ア レ イ は 、 NP20（ 親 水 性 ） ； H4お よ び H50（ 疎
水 性 ） ； SAX-2、 Q-10お よ び LSAX-30（ 陰 イ オ ン 交 換 ） ； WCX-2、 CM-10お よ び LWCX-30（ 陽
イ オ ン 交 換 ） ； IMAC-3、 IMAC-30、 お よ び IMAC 40（ 金 属 キ レ ー ト ） ； 並 び に PS-10、 PS-20
（ カ ル ボ ジ イ ミ ジ ゾ ー ル と 反 応 性 の 表 面 、 エ キ ス ポ キ シ ド （ expoxide） ） お よ び PG-20（
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カ ル ボ ジ イ ミ ジ ゾ ー ル を 介 し て 結 合 さ れ た タ ン パ ク 質 G） を 含 む 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 バ
イ オ チ ッ プ は 、 条 片 （ strip） の 形 態 で ア ル ミ ニ ウ ム 基 体 を 含 む 。 条 片 の 表 面 は 、 二 酸 化
ケ イ 素 で 被 覆 さ れ て い る 。 NP-20バ イ オ チ ッ プ の 場 合 、 酸 化 ケ イ 素 は 、 親 水 性 の タ ン パ ク
質 を 捕 獲 す る た め の 親 水 性 の 吸 着 剤 と し て 機 能 す る 。 疎 水 性 の プ ロ テ イ ン チ ッ プ ア レ イ は
、 イ ソ プ ロ ピ ル ま た は ノ ニ ル フ ェ ノ キ シ -ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） メ タ ク リ ラ ー ト の
官 能 性 を 有 す る 。 陰 イ オ ン 交 換 プ ロ テ イ ン チ ッ プ ア レ イ は 、 四 級 ア ン モ ニ ウ ム 官 能 性 を 有
す る 。 陽 イ オ ン 交 換 プ ロ テ イ ン チ ッ プ ア レ イ は 、 カ ル ボ キ シ ラ ー ト 官 能 性 を 有 す る 。 固 定
さ れ た 金 属 キ レ ー ト ・ プ ロ テ イ ン チ ッ プ ア レ イ は 、 キ レ ー ト 化 に よ っ て 銅 、 ニ ッ ケ ル 、 亜
鉛 、 お よ び ガ リ ウ ム な ど の 遷 移 金 属 イ オ ン を 吸 着 す る ニ ト リ ロ 酢 酸 官 能 基 を 有 す る 。 事 前
に 活 性 化 さ れ た プ ロ テ イ ン チ ッ プ ア レ イ は 、 共 有 結 合 の た め の タ ン パ ク 質 上 の 基 と 反 応 す
る こ と が で き る カ ル ボ ジ イ ミ ジ ゾ ー ル ま た は エ ポ キ シ ド 官 能 基 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 H4、 H50、 SAX-2、 Q-10、 WCX-2、 CM-10、 IMAC-3、 IMAC-30、 PS-10、 お よ び PS-20バ イ オ
チ ッ プ は 、 バ イ オ チ ッ プ の 表 面 に 対 し て 物 理 的 に 付 着 さ れ た か 、 ま た は バ イ オ チ ッ プ の 表
面 に 対 し て シ ラ ン を 介 し て 共 有 結 合 で 付 着 さ れ た ヒ ド ロ ゲ ル 形 態 の 官 能 性 架 橋 重 合 体 を さ
ら に 含 む 。 H4バ イ オ チ ッ プ は 、 疎 水 性 の 結 合 の た め の イ ソ プ ロ ピ ル 官 能 性 を 有 す る 。 H50
バ イ オ チ ッ プ は 、 疎 水 性 の 結 合 の た め の ノ ニ ル フ ェ ノ キ シ -ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ）
メ タ ク リ ラ ー ト を 有 す る 。 SAX-2お よ び Q-10バ イ オ チ ッ プ は 、 陰 イ オ ン 交 換 の た め の 四 級
ア ン モ ニ ウ ム 官 能 性 を 有 す る 。 WCX-2お よ び CM-10バ イ オ チ ッ プ は 、 陽 イ オ ン 交 換 の た め の
カ ル ボ ン 酸 塩 官 能 性 を 有 す る 。 IMAC-3お よ び IMAC-30バ イ オ チ ッ プ は 、 キ レ ー ト 化 に よ っ
て Cu + + お よ び Ni + + な ど の 遷 移 金 属 イ オ ン を 吸 着 す る ニ ト リ ロ 酢 酸 官 能 性 を 有 す る 。 こ れ ら
の 固 定 さ れ た 金 属 イ オ ン は 、 配 位 結 合 に よ る ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 の 吸 着 が 可 能 で あ
る 。 PS-10バ イ オ チ ッ プ は 、 共 有 結 合 の た め の タ ン パ ク 質 上 の 基 と 反 応 す る こ と が で き る
カ ル ボ ジ イ ミ ジ ゾ ー ル 官 能 基 を 有 す る 。 PS-20バ イ オ チ ッ プ は 、 タ ン パ ク 質 と の 共 有 結 合
の た め の エ ポ キ シ ド 官 能 基 を 有 す る 。 PSシ リ ー ズ の バ イ オ チ ッ プ は 、 抗 体 、 受 容 体 、 レ ク
チ ン 、 ヘ パ リ ン 、 プ ロ テ イ ン A、 ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど の 生 物 特 異 的 吸 着 剤
の チ ッ プ 表 面 （ こ こ で は 、 こ れ ら は 、 試 料 か ら 分 析 物 を 特 異 的 に 捕 獲 す る よ う に 機 能 す る
） に 対 す る 結 合 に 有 用 で あ る 。 PG-20バ イ オ チ ッ プ は 、 プ ロ テ イ ン Gが 付 着 さ れ た PS-20チ
ッ プ で あ る 。 LSAX-30（ 陰 イ オ ン 交 換 ） 、 LWCX-30（ 陽 イ オ ン 交 換 ） 、 お よ び IMAC-40（ 金
属 キ レ ー ト ） バ イ オ チ ッ プ は 、 こ れ ら の 表 面 上 に 官 能 性 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ を 有 す る 。 こ の
よ う な バ イ オ チ ッ プ は 、 以 下 に お い て さ ら に 記 載 さ れ て い る ： WO 00/66265（ Rich et al.
, 「 Probes for a Gas Phase Ion Spectrometer」 , 2000年 11月 9日 ） ； WO 00/67293 （ Be
echer et al.,「 Sample Holder with Hydrophobic Coating for Gas Phase Mass Spectro
meter」 , 2000年 11月 9日 ） ； 米 国 特 許 出 願 第 2003 0032043 A1号 （ Pohl and Papanu, 「 La
tex Based Adsorbent Chip」 , 2002年 7月 16日 ） お よ び 米 国 特 許 出 願 第 60/350,110号 （ Um 
et al., 「 Hydrophobic Surface Chip」 , 2001年 11月 8日 ） ； 米 国 特 許 出 願 第 60/367,837
号 （ Boschetti et al., 「 Biochips With Surfaces Coated With Polysaccharide-Based 
Hydrogels」 , 2002年 5月 5日 ） 、 お よ び 「 Photocrosslinked Hydrogel Surface Coatings
」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 （ Huang et al.、 2003年 2月 21日 出 願 ） 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ の よ う な バ イ オ チ ッ プ は 、 さ ら に 以 下 に お い て 記 載 さ れ て い る ： 米 国 特 許 第 6,579,71
9号 （ Hutchens and Yip, 「 Retentate Chromatography」 , 2003年 6月 17日 ） ； PCT国 際 公
開 公 報 第 00/66265号 （ Rich et al., 「 Probes for a Gas Phase Ion Spectrometer」 , 20
00年 11月 9日 ） ； 米 国 特 許 第 6,555,813号 （ Beecher et al. ,「 Sample Holder with Hydro
phobic Coating for Gas Phase Mass Spectrometer」 ,　 2003年 4月 29日 ） ； 米 国 特 許 出 願
第 2003 0032043 A1号 （ Pohl and Papanu, 「 Latex Based Adsorbent Chip」 ,2002年 7月 16
日 ） ； 並 び に PCT国 際 公 開 公 報 第 03/040700号 （ Um et al., 「 Hydrophobic Surface Chip
」 , 2003年 5月 15日 ） ； 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/367,837号 (Boschetti et al., "Biochips Wi
th Surfaces Coated With Polysaccharide-Based Hydrogels」 , 2002年 5月 5日 ） お よ び 「
Photocrosslinked Hydrogel Surface Coatings」 と 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 60/448,467号 （
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Huang et al.、 2003年 2月 21日 出 願 ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 捕 獲 の た め に 適 応 さ れ る 多 く の タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ が 、 当 技 術 分 野
に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら は 、 例 え ば Ciphergen Biosystems（ Fremont, CA） 、 Packard B
ioScience Company（ Meriden CT） 、 Zyomyx（ Hayward, CA） 、 Phylos（ Lexington, MA）
お よ び Procognia（ Sense Proteomic Limited） （ Maidenhead, Berkshire, UK） に よ っ て
製 造 さ れ る タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ を 含 む 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ の 例 は 、
以 下 の 特 許 ま た は 特 許 出 願 に 記 載 さ れ て い る ： 米 国 特 許 第 6,225,047号 （ Hutchens and Yi
p, 「 Use of retentate chromatography to generate difference maps」 , 2001年 5月 1日
） ； 国 際 公 開 公 報 第 99/51773号 （ Kuimelis and Wagner, 「 Addressable protein arrays
」 , 1999年 10月 14日 ） ； 米 国 特 許 第 6,329,209号 （ Wagner et al., 「 Arrays of protein-
capture agents and methods of use thereof」 , 2001年 12月 11日 ） 、 国 際 公 開 公 報 第 00/
56934号 （ Englert et al., 「 Continuous porous matrix arrays」 , 2000年 9月 28日 ） 、
米 国 特 許 公 報 第 2003/0180957 A1号 （ Koopman et al., 「 Target and method」 , 2003年 9
月 25日 ） 、 お よ び 米 国 特 許 公 報 第 2003/0173513 A1号 （ Koopman et al., 「 Probe for mas
s spectrometry」 , 2003年 9月 18日 ） 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 バ イ オ チ ッ プ で 捕 獲 す る こ と に よ り 、 分 析 物 は 、 例 え ば 気 相 式 イ オ ン 分 光 測 定 法 、 光 学
的 方 法 、 電 気 化 学 的 方 法 、 原 子 力 顕 微 鏡 観 察 、 お よ び 高 周 波 方 法 か ら 選 択 さ れ る 種 々 の 検
査 法 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 気 相 式 イ オ ン 分 光 測 定 方 法 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ
て い る 。 質 量 分 析 法 、 特 に SELDIの 使 用 は 、 特 に 興 味 が 持 た れ る 。 光 学 的 方 法 は 、 例 え ば
蛍 光 、 発 光 、 化 学 発 光 、 吸 光 度 、 反 射 率 、 透 過 率 、 複 屈 折 、 ま た は 屈 折 率 の 検 出 （ 例 え ば
、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 、 エ リ プ ソ メ ト リ ー 、 共 鳴 ミ ラ ー 法 （ resonant mirror method） 、
格 子 カ プ ラ ー 導 波 管 法 （ grating coupler waveguide method） 、 も し く は 干 渉 計 ） を 含 む
。 光 学 的 方 法 は 、 顕 微 鏡 観 察 （ 共 焦 点 お よ び 非 共 焦 点 ） 、 イ メ ー ジ ン グ 法 、 お よ び 非 イ メ
ー ジ ン グ 法 を 含 む 。 種 々 の 形 式 の 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ 例 え ば 、 ELISA） が 、 固 相 上 に 捕 獲 さ
れ た 分 析 物 の 検 出 の た め の 普 及 し た 方 法 で あ る 。 電 気 化 学 的 な 方 法 は 、 電 解 電 量 法 （ volt
ametry） お よ び 電 流 測 定 法 （ amperometry） を 含 む 。 高 周 波 方 法 は 、 多 極 反 響 分 光 法 （ mul
tipolar resonance spectroscopy） を 含 む 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 上 記 し た 本 発 明 の 概 要 は 、 限 定 す る も の で は な く 、 本 発 明 の そ の 他 の 特 徴 お よ び 効 果 が
、 以 下 の 詳 細 な 説 明 か ら 、 お よ び 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ７ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
I　 BNPの 予 後 お よ び 診 断 の マ ー カ ー 並 び に 特 異 的 な 断 片 と し て の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド
断 片 の 一 般 的 な 使 用
　 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 血 液 の レ ベ ル の 増 大 は 、 特 定 の 疾 病 状 態 に お い て 見 い だ さ れ
て お り 、 脳 卒 中 、 鬱 血 性 心 不 全 （ CHF） 、 心 臓 虚 血 、 全 身 性 高 血 圧 、 お よ び 急 性 心 筋 梗 塞
症 を 含 む 疾 患 の 病 態 生 理 学 に お け る 役 割 を 示 唆 し て い る 。 例 え ば 、 WO 02/089657；  WO 02
/083913；  WO 03/016910；  Hunt et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 214：  1175-83
 (1995)；  Venugopal, J. Clin. Pharm. Ther. 26：  15-31, 2001； お よ び  Kalra etal.,
 Circulation 107：  571-3, 2003を 参 照 さ れ た い ； こ れ ら の そ れ ぞ れ は 、 全 て の 表 、 図 、
お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 を 含 む そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ
チ ド は 、 単 独 で 、 集 団 で 、 お よ び ／ ま た は さ ら な る タ ン パ ク 質 と 共 に 、 種 々 の 心 血 管 症 状
の 疾 患 マ ー カ ー お よ び 予 後 の 指 標 と し て 役 立 ち 得 る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 循 環 か ら の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 除 去 は 、 分 解 経 路 に 関 与 す る こ と が 報 告 さ れ て い
る 。 実 際 に 、 一 定 の 状 況 下 で ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド を 切 断 す る 中 性 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ
の 阻 害 剤 は 、 一 定 の 心 臓 血 管 疾 患 の 治 療 の 見 込 み を 持 つ こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 例 え ば 、
Trindade and Rouleau, Heart Fail. Monit. 2：  2-7, 2001を 参 照 さ れ た い 。 し か し 、 臨
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床 試 料 に お け る ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 測 定 は 、 一 般 に 成 熟 BNP、 ANP、 お よ び ／ ま た は
CNP； こ れ ら の 前 駆 体 分 子 （ す な わ ち 、 プ ロ -BNP、 プ ロ -ANP、 お よ び プ ロ -CNP） ； 並 び に
成 熟 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド を 提 供 す る た め プ ロ フ ォ ー ム の 切 断 に よ り 生 じ る 断 片 の 測 定
に 集 中 し て い た 。 本 発 明 は 、 生 体 試 料 中 で の こ れ ら の 分 子 の 分 解 に よ っ て 生 じ た 多 く の 断
片 を 最 初 に 記 載 す る 。 以 下 で は 主 に BNP断 片 に 関 し て 記 載 し て あ る が 、 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ て い る 一 般 的 な 概 念 は 、 ANPお よ び CNPに 関 連 し た 断 片 に も 同 等 に に 適 用 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 1つ ま た は 複 数 を 測 定 す る と き に 、 臨 床 試 料 中 に 存 在 す る で
あ ろ う 分 解 断 片 を 考 慮 し な い と 、 い ず れ の 診 断 法 ま た は 予 後 判 定 法 の 精 度 に 関 し て も 深 刻
な 結 果 を も た ら す で あ ろ う 。 例 え ば 、 単 純 な 場 合 を 考 え る と 、 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ
法 が BNPの た め に 提 供 さ れ る 場 合 、 存 在 す る BNPの 全 て が 2つ の 断 片 に 分 解 さ れ て お り 、 そ
の う ち の 一 方 が 固 相 抗 体 に 対 応 す る エ ピ ト ー プ を 含 み 、 そ の う ち の 他 方 が 免 疫 ア ッ セ イ 法
の シ グ ナ ル 生 成 の た め に 使 用 さ れ る 抗 体 抱 合 体 に 対 応 す る エ ピ ト ー プ を 含 む 。 存 在 す る BN
P断 片 は 、 両 方 の エ ピ ト ー プ を 含 ま な い の で 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 か ら シ グ ナ ル は 得 ら れ ず 、
し た が っ て 、 試 料 中 に も と も と BNPが 存 在 し な か っ た と い う 誤 っ た 仮 定 に 至 っ て し ま う 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 同 様 に 、 も う 一 つ の 単 純 な ケ ー ス が 考 え ら れ る で あ ろ う 。 競 合 ア ッ セ イ で は 、 溶 液 中 に
存 在 す る BNPが 固 相 抗 体 に 対 す る 結 合 に 関 し て 標 識 さ れ た BNPと 競 合 し 、 固 相 は 、 前 述 の 断
片 の 両 方 を 認 識 す る で あ ろ う ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 構 成 さ れ る と 考 え る 。 そ れ ぞ れ
が 抗 体 固 相 と 結 合 し 、 結 合 に 関 し て 標 識 さ れ た BNPと 競 合 す る 。 こ の よ う な 状 況 は 、 試 料
中 に 実 際 に 存 在 す る 2倍 の BNP濃 度 が 検 出 さ れ る と い う 誤 っ た 仮 定 に 至 る で あ ろ う 。 本 明 細
書 に 記 載 さ れ て い る と お り 、 本 状 況 は 、 実 際 に こ れ ら の 単 純 な 状 況 よ り も 非 常 に 複 雑 で あ
ろ う 。 こ の よ う な 断 片 の 産 生 は 、 と り わ け 、 組 織 内 へ の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 放 出 を
誘 発 す る 事 象 の 開 始 と 、 試 料 を 入 手 ま た は 解 析 す る 時 間 と の 間 の 経 過 時 間 ； 試 料 獲 得 と 試
料 を 解 析 し た 時 間 と の 間 の 経 過 時 間 ； 問 題 の 組 織 試 料 の タ イ プ ； 貯 蔵 条 件 ； 存 在 す る タ ン
パ ク 質 分 解 酵 素 の 量 な ど の 関 数 で あ り う る 持 続 的 な プ ロ セ ス で あ る こ と か ら 、 測 定 誤 差 の
程 度 に 影 響 し う る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 以 前 に 公 知 の BNPポ リ ペ プ チ ド 、 プ レ -プ ロ -BNP、 プ ロ -BNP（ BNP1～ 108） 、 プ ロ -断 片 （
BNP 1～ 76） 、 お よ び 成 熟 BNP（ BNP77～ 108） は 、 ア ミ ノ 酸 修 飾 お よ び エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ
分 解 性 切 断 の た め の 複 数 の 部 位 を 含 む 。 以 下 の 新 た な 断 片 が 観 察 さ れ た ： BNP79～ 108、 BN
P77～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BN
P69～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103
、 BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106。 図 1は 、 BNP77～ 108を 示 す 。 ヒ ト 血 清 ま た は 血 漿 に お い
て 同 定 さ れ る 好 ま し い 分 解 断 片 は 、 以 下 を 含 む ： BNP77～ 106、 BNP79～ 106、 BNP76～ 107、
BNP69～ 108、 BNP79～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85
、 BNP66～ 98、 BNP30～ 103、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 お よ び BNP3～ 108。 BNP80～ 108、 BNP
30～ 106、 BNP86～ 108、 BNP77～ 107、 BNP77～ 106、 BNP77～ 103、 BNP1～ 13、 お よ び BNP62～
76は 、 本 発 明 の あ る 態 様 の こ れ ら の 個 々 に 精 製 さ れ た 形 態 に お い て 除 外 さ れ る 。 こ の よ う
な ア ミ ノ 酸 を 含 む 断 片 の メ チ オ ニ ン 残 基 は 、 酸 化 さ れ て 、 分 解 パ タ ー ン が さ ら に 複 雑 に な
る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 あ る BNP断 片 の 質 量 -電 荷 比 は 、 以 下 の 通 り で あ る ： M3464 Da-BNP77～ 108、 M3280 Da-BN
P79～ 108、 M3170.8 Da-BNP77～ 106、 M5377.3 Da-BNP39～ 86、 M3660 Da-BNP53～ 85、 M3674
.4 Da-BNP66～ 98、 M8215.5 Da-BNP30～ 103、 M10875.5 Da-BNP11～ 107、 M10877.4 Da-BNP9
～ 106。 質 量 ‐ 電 荷 比 は 、 Ciphergen Biosystems, Inc.の PBS II質 量 分 析 計 で 作 製 さ れ る
質 量 ス ペ ク ト ル か ら 決 定 し た 。 こ の 計 測 器 は 、 約 +/-0.15パ ー セ ン ト の 質 量 精 度 を 有 す る
。 さ ら に 、 計 測 器 は 、 約 400～ 1000m/dmの 質 量 分 解 能 を 有 し 、 mは 質 量 で あ り 、 dmは 0.5ピ
ー ク の 高 さ の 質 量 ス ペ ク ト ル ・ ピ ー ク 幅 で あ る 。 生 物 マ ー カ ー の 質 量 -電 荷 比 は 、 Biomark
er Wizard（ 商 標 ） の ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 決 定 し た （ Ciphergen Biosystems, Inc.）
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。 Biomarker Wizardは 、 ク ラ ス タ ー の 最 大 お よ び 最 小 の 質 量 -電 荷 比 を と り 、 2つ に 分 け る
PBSIIに よ っ て 定 ま る 、 解 析 し た 全 て の ス ペ ク ト ル か ら の 同 じ ピ ー ク の 質 量 -電 荷 比 を ク ラ
ス タ ー 形 成 す る こ と に よ っ て 、 生 物 マ ー カ ー に 対 し て 質 量 -電 荷 比 を 割 り 当 て る 。 従 っ て
、 提 供 さ れ る 質 量 は 、 こ れ ら の 仕 様 を 反 映 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 メ チ オ ニ ン 残 基 が 酸 化 さ れ た 形 態 を 含 む 上 述 し た BNP断 片 を 考 慮 し な い と 、 存 在 す る BNP
の 量 の 誤 っ た 評 価 を 生 じ る 可 能 性 が あ り 、 診 断 ま た は 予 後 に 使 用 さ れ る 有 用 な 情 報 が な く
な っ て し ま う で あ ろ う 。 上 記 の よ う に 、 こ の よ う な 断 片 の 産 生 は 、 と り わ け 組 織 内 へ の ナ
ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 放 出 を 誘 発 す る 事 象 の 開 始 と 試 料 を 入 手 ま た は 解 析 す る 時 間 と の
間 の 経 過 時 間 ； 試 料 獲 得 と 試 料 を 解 析 し た 時 間 と の 間 の 経 過 時 間 ； 問 題 の 組 織 試 料 の タ イ
プ ； 貯 蔵 条 件 ； 存 在 す る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 量 ； そ の 他 の 関 数 で あ り う る 持 続 的 な プ ロ
セ ス で あ る 。 分 解 の 相 対 的 な パ タ ー ン の 決 定 は 、 有 害 事 象 の 時 間 ； プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 で
の 治 療 の 成 功 （ ま た は こ れ ら の 欠 如 ） ； 試 料 記 憶 が 十 分 だ っ た か ど う か 、 そ の 他 を 表 す で
あ ろ う 。 そ の う え 、 個 々 の 断 片 は ま た 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド と 無 関 係 な さ ら な る マ ー
カ ー の 有 無 に か か わ ら ず 、 マ ー カ ー の パ ネ ル に お け る マ ー カ ー と し て の 使 用 を 見 い だ す で
あ ろ う 。 さ ら な る 無 関 係 な マ ー カ ー は 、 WO 02/089657； WO 02/083913； お よ び WO 03/0169
10の も の を 含 む （ そ れ ぞ れ 、 全 て の 表 、 図 、 お よ び 請 求 の 範 囲 を 含 む こ れ ら の 全 体 が 本 明
細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法 は 、 一 般 に ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 で き 、 本 明 細 書 に 詳 細 に
記 載 さ れ て い る ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 解 析 は 、 単 に 例 示 的 な も の で あ る 。 同 様 の 解 析
の 対 照 で あ ろ う そ の 他 の 適 切 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 を 含 む ： ア ン ジ オ テ ン シ ン I、 ア ン
ジ オ テ ン シ ン II、 バ ソ プ レ ッ シ ン 、 カ ル シ ト ニ ン 、 カ ル シ ト ニ ン 遺 伝 子 関 連 ペ プ チ ド 、 ウ
ロ ジ ラ チ ン （ urodilatin） 、 ウ ロ テ ン シ ン II、 遊 離 心 臓 ト ロ ポ ニ ン I、 遊 離 心 臓 ト ロ ポ ニ
ン T、 ト ロ ポ ニ ン Tお よ び ト ロ ポ ニ ン Cの 一 方 ま た は 両 方 を 含 む 複 合 体 の 心 臓 ト ロ ポ ニ ン I、
ト ロ ポ ニ ン Iお よ び ト ロ ポ ニ ン Cの 一 方 ま た は 両 方 を 含 む 複 合 体 の 心 臓 ト ロ ポ ニ ン T、 総 心
臓 ト ロ ポ ニ ン I、 総 心 臓 ト ロ ポ ニ ン T、 肺 胞 界 面 活 性 物 質 タ ン パ ク 質 D、 D-二 量 体 、 ア ネ キ
シ ン V、 エ ノ ラ ー ゼ 、 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ 、 グ リ コ ー ゲ ン ホ ス ホ リ ラ ー ゼ 、 心 臓 型 脂 肪 酸
結 合 タ ン パ ク 質 、 ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 ム タ ー ゼ 、 S-100、 S-100ao、 プ ラ ス ミ ン -α 2-抗 プ
ラ ス ミ ン 複 合 体 、 β -ト ロ ン ボ グ ロ ブ リ ン 、 血 小 板 第 4因 子 、 フ ィ ブ リ ノ ペ プ チ ド A、 血 小
板 由 来 増 殖 因 子 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン 断 片 1+2、 P-セ レ ク チ ン 、 ト ロ ン ビ ン -抗 ト ロ ン ビ ン III
複 合 体 、 フ ォ ン ビ ル ブ ラ ン ト 因 子 、 組 織 因 子 、 血 栓 前 駆 体 タ ン パ ク 質 、 ヒ ト 好 中 球 エ ラ ス
タ ー ゼ 、 誘 導 性 一 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ 、 リ ゾ ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 、 マ ロ ン ジ ア ル デ ヒ ド 修 飾
低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ -1、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ
プ ロ テ イ ナ ー ゼ -2、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ -3、 マ ト リ ッ ク ス ・ メ タ ロ プ ロ
テ イ ナ ー ゼ -9、 TIMP1、 TIMP2、 TIMP3、 C反 応 性 タ ン パ ク 質 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1β 、 イ ン
タ ー ロ イ キ ン -1受 容 体 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -6、 腫 瘍 壊 死 因 子 α 、 可 溶 性 細
胞 内 接 着 分 子 -1、 脈 管 細 胞 接 着 分 子 、 単 球 走 化 性 タ ン パ ク 質 -1、 カ ス パ ー ゼ -3、 ヒ ト ・ リ
ポ カ リ ン （ lipocalin） 型 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Dシ ン タ ー ゼ 、 肥 満 細 胞 ト リ プ タ ー ゼ 、 好 酸
球 カ チ オ ン 蛋 白 、 KL-6、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン 、 ハ プ ト グ ロ ビ ン 、 s-CD4Oリ ガ ン ド 、 S-FASリ
ガ ン ド 、 α 2ア ク チ ン 、 塩 基 性 カ ル ポ ニ ン 1、 CSRP2エ ラ ス チ ン 、 LTBP4、 平 滑 筋 ミ オ シ ン 、
平 滑 筋 ミ オ シ ン 重 鎖 、 ト ラ ン ス ゲ リ ン （ transgelin） 、 ア ル ド ス テ ロ ン 、 ア ン ギ オ テ ン シ
ン III、 ブ ラ ジ キ ニ ン 、 エ ン ド セ リ ン 1、 エ ン ド セ リ ン 2、 エ ン ド セ リ ン 3、 レ ニ ン 、 APO B4
8、 膵 臓 エ ラ ス タ ー ゼ 1、 脾 臓 リ パ ー ゼ 、 sPLA2、 ト リ プ シ ノ ー ゲ ン 活 性 化 ペ プ チ ド 、 α エ
ノ ラ ー ゼ 、 LAMP3、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ D、 PLA2G5、 タ ン パ ク 質 D、 SFTPC、 デ フ ェ ン シ ン HBD1、
デ フ ェ ン シ ン HBD2、 CXCL-1、 CXCL-2、 CXCL-3、 CCL2、 CCL3、 CCL4、 CCL8、 プ ロ カ ル シ ト ニ
ン 、 プ ロ テ イ ン C、 血 清 ア ミ ロ イ ド A、 s-グ ル タ チ オ ン 、 s-TNF P55、 s-TNF P75、 TAFI、 TG
Fβ 、 MMP-11、 脳 脂 肪 酸 結 合 タ ン パ ク 質 、 CA11、 CABP1、 CACNA1A、 CBLN1、 CHN2、 切 断 型 Ta
u、 CRHR1、 DRPLA、 EGF、 GPM6B、 GPR7、 GPR8、 GRIN2C、 GRM7、 HAPIP、 HIF 1α 、 HIP2 KCNK
4、 KCNK9、 KCNQ5、 MAPK10、 n-ア セ チ ル ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 NEUROD2、 NRG2、 PACE4、 ホ ス ホ
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グ リ セ リ ン 酸 ム タ ー ゼ 、 PKCγ 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2、 PTEN、 PTPRZ1、 RGS9、 SCA7、 セ
ク レ タ ゴ ジ ン （ secretagogin） 、 SLC1A3、 SORL1、 SREB3、 STAC、 STX1A、 STXBP1、 BDNF、
シ ス タ チ ン C、 ニ ュ ー ロ キ ニ ン A、 サ ブ ス タ ン ス P、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1、 イ ン タ ー ロ イ キ
ン -11、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -13、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -18、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -4、 お よ び イ ン
タ ー ロ イ キ ン -10。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法 は 、 一 般 に ポ リ ペ プ チ ド が 関 心 対 象 の 抗 体 と 結 合
す る 能 力 を 共 有 す る 別 の 、 よ り 大 き な 、 ポ リ ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 性 の 断 片 で あ る か
否 か に か か わ ら ず 、 こ れ ら を 同 定 す る た め に 適 用 で き る 。 公 知 の 実 施 例 を 考 え る と 、 ポ リ
ペ プ チ ド ホ ル モ ン ・ カ ル ジ オ ジ ラ チ ン は 、 プ ロ -ANPの 一 部 と 同 じ 配 列 を 有 す る 。 従 っ て 、
プ ロ -ANPに 結 合 す る 抗 体 は 、 カ ル ジ オ ジ ラ チ ン と 交 差 反 応 す る で あ ろ う 。 カ ル ジ オ ジ ラ チ
ン が 、 血 液 試 料 中 で 知 ら れ て い な い 場 合 、 こ の 交 差 反 応 性 は 、 抗 体 に 結 合 す る さ ら な る ポ
リ ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と に よ っ て 、 そ の 存 在 を 同 定 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 一 旦 、 関 心 対 象 の 抗 体 と 結 合 す る 能 力 を 共 有 す る 予 測 さ れ て い な い ポ リ ペ プ チ ド が 同 定
さ れ れ ば 、 後 述 す る よ う に 、 血 清 中 の こ れ ら の 存 在 は 、 疾 患 マ ー カ ー と し て 使 用 す る た め
に 特 徴 づ け ら れ る で あ ろ う 。 加 え て 、 抗 体 は 、 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド を 区 別 す る よ う に 選 択
さ れ て も よ い 。 上 記 の カ ル ジ オ ジ ラ チ ン ／ プ ロ -ANPの 例 に 戻 っ て 、 プ ロ -ANPの た め の ア ッ
セ イ 法 に よ り 、 特 定 の 疾 病 状 態 に 関 連 す る こ と が 示 さ れ た 場 合 、 カ ル ジ オ ジ ラ チ ン は 、 そ
の 関 係 に 寄 与 す る か 、 ま た は 択 一 的 に 、 そ の 関 係 を 混 乱 さ せ る で あ ろ う 。 関 心 対 象 の 抗 体
が 予 想 さ れ る プ ロ -ANPポ リ ペ プ チ ド よ り も 結 合 し た と い う 知 識 に 基 づ い て 、 さ ら な る 特 徴
付 け も こ こ で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
II　 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る 抗 体 の 選 択
　 1つ ま た は 複 数 の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 を 認 識 す る 抗 体 の 産 生 お よ び 選 択 は 、 い
く つ か の 方 法 で 達 成 さ れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 一 つ の 方 法 で は 、 関 心 対 象 の 断 片 を 精 製 す
る か 、 ま た は 例 え ば 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 固 相 ペ プ チ ド 合 成 法 を 使 用 し て 関 心 対 象
の 断 片 を 合 成 す る 。 例 え ば 、 Guide to Protein Purification, Murray P. Deutcher, ed.
, Meth. Enzymol. Vol 182 (1990)；  Solid Phase Peptide Synthesis, Greg B. Fields 
ed., Meth. Enzymol. Vol 289 (1997)を 参 照 さ れ た い 。 関 心 対 象 の 全 て の 断 片 で は な く ペ
プ チ ド の セ ッ ト に 共 通 す る 領 域 を 使 用 し 、 そ の 共 通 領 域 を 含 む 断 片 の セ ッ ト を 認 識 す る 抗
体 を 作 製 お よ び ／ ま た は 同 定 し て も よ い 。 同 様 に 、 断 片 の 1つ も し く は セ ッ ト 間 に 共 通 し
な い 領 域 を 使 用 し 、 断 片 の セ ッ ト 間 を 区 別 す る 抗 体 を 作 製 お よ び ／ ま た は 同 定 し て も よ い
。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 次 い で 、 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 、 例 え ば マ ウ ス ま た は ウ サ ギ に 注 射 し て 、 ポ リ ク ロ
ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し て も よ い 。 例 え ば 、 Antibodies, A Laboratory
 Manual, Ed Harlow and David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988), Cold Sp
ring Harbor, N.Y.に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 多 く の 手 順 を 抗 体 産 生 に 利 用 す る こ と が で
き る 。 ま た 、 抗 体 を 模 倣 す る 結 合 断 片 ま た は Fab断 片 は 、 種 々 の 手 順 に よ っ て 遺 伝 情 報 か
ら 調 製 す る こ と が で き る （ Antibody Engineering：  A Practical Approach (Borrebaeck,
 C., ed.), 1995, Oxford University Press, Oxford；  J. Immunol. 149, 3914-3920(19
92)） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 加 え て 、 多 数 の 刊 行 物 で は 、 選 択 し た 標 的 に 対 す る 結 合 に 関 し て ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ
ラ リ を 作 製 し 、 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 の 使 用 を 報 告
し て い る 。 例 え ば 、 Cwirla et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 6378-82, 1990；  
Devlin et al., Science 249, 404-6, 1990、  Scott and Smith, Science 249, 386-88, 
1990； お よ び Ladner et al.,米 国 特 許 第 5,571,698号 を 参 照 さ れ た い 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ
レ イ 法 の 基 本 的 概 念 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAと ポ リ ペ プ
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チ ド と の 間 の 物 理 的 な 関 連 を 確 立 す る こ と に あ る 。 こ の 物 理 的 な 関 連 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る フ ァ ー ジ ゲ ノ ム を 囲 む キ ャ プ シ ド の 一 部 と し て ポ リ ペ プ チ ド を 提 示 す る フ ァ ー
ジ 粒 子 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド と そ れ ら の 遺 伝 子 物 質 と の 間 の 物 理 的 な 関 連 の
確 立 に よ り 、 非 常 に 多 数 の 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド を 保 有 す る フ ァ ー ジ の 同 時 マ ス ス ク リ ー ニ
ン グ が 可 能 に な る 。 標 的 に 対 し て 親 和 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 提 示 す る フ ァ ー ジ は 、 標
的 に 結 合 し 、 こ れ ら の フ ァ ー ジ は 、 標 的 に 対 し て 親 和 性 ス ク リ ー ニ ン グ を す る こ と に よ っ
て 濃 縮 さ れ る 。 こ れ ら の フ ァ ー ジ に よ っ て 提 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 認 識 は 、 こ れ ら の そ
れ ぞ れ の ゲ ノ ム か ら 決 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 を 用 い て 、 次 い で 所 望 の 標 的 に
対 し て 結 合 親 和 性 を 有 す る こ と が 同 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 、 従 来 の 手 段 に よ っ て 大 量 に
合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,057,098号 を 参 照 さ れ た い （ こ れ は 、 全 て
の 表 、 図 、 お よ び 請 求 の 範 囲 を 含 む そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 次 い で 、 こ れ ら の 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ る 抗 体 を 、 関 心 対 象 の 精 製 さ れ た ナ ト リ ウ ム 利
尿 断 片 と の 親 和 性 お よ び 特 異 性 に 関 し て 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 選 択 し 、 必
要 で あ れ ば 、 抗 体 の 親 和 性 お よ び 特 異 性 を 、 結 合 か ら 排 除 す る こ と が 望 ま れ る ナ ト リ ウ ム
利 尿 断 片 と 比 較 し て も よ い 。 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 別 々 の ウ
ェ ル に お い て 精 製 さ れ た ナ ト リ ウ ム 利 尿 断 片 の 固 定 化 を 含 む こ と が で き る 。 次 い で 、 潜 在
的 抗 体 ま た は 抗 体 群 を 含 む 溶 液 を そ れ ぞ れ の マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル に 入 れ 、 約 30分 ～ 2
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 関 心 対 象 の 断 片 に 対 す る 抗 体 が 溶 液 に 存 在 す る 場 合 は 、 固 定 さ
れ た ナ ト リ ウ ム 利 尿 断 片 と 結 合 す る と 考 え ら れ る 。 次 い で マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル を 洗 浄
し 、 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 （ 例 え ば 、 生 じ た 抗 体 が マ ウ ス 抗 体 で あ る 場 合 に は 、 ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ に 結 合 し た 抗 マ ウ ス 抗 体 ） を ウ ェ ル に 添 加 し 、 約 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
後 洗 浄 す る 。 基 質 を ウ ェ ル に 添 加 し て 、 固 定 さ れ た ナ ト リ ウ ム 利 尿 断 片 に 対 す る 抗 体 が 存
在 す る 場 合 に は 呈 色 反 応 が 現 れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 次 い で 、 こ う し て 同 定 さ れ た 抗 体 を 、 選 択 し た ア ッ セ イ 法 デ ザ イ ン に お い て 関 心 対 象 の
ナ ト リ ウ ム 利 尿 断 片 に 対 す る 親 和 性 お よ び 特 異 性 に つ い て さ ら に 解 析 し て も よ い 。 標 的 タ
ン パ ク 質 に つ い て の 免 疫 ア ッ セ イ 法 の 開 発 に お い て 、 精 製 さ れ た 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 選 択
し た 抗 体 を 使 用 す る 免 疫 ア ッ セ イ 法 の 感 度 お よ び 特 異 性 を 判 断 す る た め の 標 準 と し て 機 能
す る 。 種 々 の 断 片 に 対 す る 種 々 の 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 異 な る 可 能 性 が あ る た め ； あ る 抗
体 対 で は （ 例 え ば 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 に お い て ） 、 立 体 配 置 な ど に よ り 互 い に 妨 害
す る 可 能 性 が あ り 、 抗 体 の ア ッ セ イ 性 能 は 、 抗 体 の 絶 対 的 な 親 和 性 お よ び 特 異 性 よ り も 重
要 な 尺 度 と な り う る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 ま た は 結 合 断 片 は 、 メ チ オ ニ ン 残 基 の 酸 化 に よ っ て 変
化 さ れ な い か 、 ま た は 還 元 型 と 酸 化 型 を 識 別 す る こ と が で き る エ ピ ト ー プ に 向 け ら れ る 。
ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の 酸 化 型 お よ び 還 元 型 は 、 上 記 の よ う に 抗 体 を 作 製 お よ び ／ ま た は 同
定 す る た め の も の で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 一 旦 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 種 々 の 領 域 に 対 す る 抗 体 が 得 ら れ る と 、 存 在 す る 種 々 の
ペ プ チ ド の 配 列 を 同 定 す る た め に さ ら に 特 徴 づ け る た め に 、 こ れ ら の 抗 体 を 試 験 試 料 か ら
断 片 を 捕 獲 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 個 々 の ペ プ チ ド を 得 て 、 当 業 者 に 公 知 の マ
イ ク ロ シ ー ク エ ン シ ン グ 法 を 使 用 し て シ ー ケ ン ス し て も よ い 。 例 え ば 、 A Practical Guid
e to Protein and Peptide Purification for Microsequencing, Paul T. Matsudaira, e
d., Academic Press, San Diego, 1989を 参 照 さ れ た い 。 質 量 分 析 技 術 を 使 用 す る ペ プ チ
ド 質 量 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 お よ び ア ミ ノ 酸 分 析 は 、 こ う し て 得 ら れ た ペ プ チ ド を 同 定 す
る た め に 特 に よ く 適 し て い る 。 例 え ば 、 Westermeier and Naven, Proteomics in Practic
e：  A Laboratory Manual of Proteome Analysis, Wiley-VCH Verlag-GmbH, Weinheim, 2
002を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
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　 抗 体 ま た は 結 合 断 片 を 産 生 し 、 並 び に 種 々 の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る 親 和
性 お よ び 特 異 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ か つ 選 択 す る 際 に 、 多 く の ア プ ロ ー チ を と る こ と
が で き る が 、 こ れ ら の ア プ ロ ー チ は 、 本 発 明 の 範 囲 を 変 更 し な い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
III　 免 疫 ア ッ セ イ 法 の た め の 認 定 試 薬
A. 認 定 抗 体
　 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 典 型 的 に は 標 的 分 析 物 に 対 す る 抗 体 を 含 む 免 疫 ア ッ セ イ 試 薬 を 使 用
す る こ と を 含 む 。 こ の よ う な ア ッ セ イ 法 の 精 度 は 、 免 疫 ア ッ セ イ 試 薬 の 抗 体 の 完 全 性 お よ
び 純 度 に 依 存 す る 。 抗 体 試 薬 内 に 混 入 物 が 存 在 す る と 、 抗 体 試 薬 内 の 抗 体 の 量 の 正 確 な 測
定 を 妨 害 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 試 薬 中 の 、 抗 体 の 改 変 形 態 、 例 え ば 分 解 形 態
を 特 異 的 に 検 出 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 ア ッ セ イ 試 薬 に 使 用 す る 抗 BNP抗 体 の 品 質 を 決 定
す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 方 法 の 一 つ の バ ー ジ ョ ン に お い て 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 特 に 商 業 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 に
お い て 使 用 さ れ る 抗 BNP抗 体 を 質 量 分 析 に よ っ て 検 査 す る 。 こ の 分 析 で は 、 抗 体 試 薬 の ど
の 部 分 が 完 全 か 、 お よ び ど の 部 分 が 分 解 さ れ た か を 示 す こ と が で き る 。 例 え ば 、 免 疫 グ ロ
ブ リ ン は 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 に 分 解 さ れ て い て も よ い 。 ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 重 鎖 お よ
び 軽 鎖 の 断 片 に 分 解 さ れ て い て も よ い 。 質 量 分 析 で は 、 質 量 差 に 基 づ い て 、 無 処 理 の 免 疫
グ ロ ブ リ ン と そ の 分 解 さ れ た バ ー ジ ョ ン と を 区 別 す る こ と が で き る の で 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
試 薬 は 、 こ れ に よ り 識 別 す る こ と が で き る 。 抗 体 の 例 示 的 な 質 量 分 析 解 析 を 図 3に 示 し て
あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 方 法 の も う 一 つ の バ ー ジ ョ ン に お い て 、 抗 体 は 、 SELDIプ ロ ー ブ の 表 面 に 結 合 さ れ て
お り 、 試 料 か ら 、 ま た は 免 疫 ア ッ セ イ の た め の BNP較 正 物 質 か ら BNPを 捕 獲 す る た め に 使 用
さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 捕 獲 さ れ る 無 処 理 の BNPの 絶 対 量 、 並 び に そ の 他 の 分 子 に 対 す る 無
処 理 の BNPの 相 対 量 を 検 出 す る こ と が で き る 。 免 疫 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 測 定 さ れ る 分 析 物
の 絶 対 量 は 、 分 析 物 を 測 定 す る た め に 使 用 さ れ る 試 薬 の 品 質 、 並 び に 検 量 線 を 作 製 す る た
め に 使 用 さ れ る 試 薬 （ す な わ ち 、 キ ャ リ ブ レ ー タ ー ） の 品 質 に 依 存 し て い る 。 抗 体 が 、 企
図 さ れ た 分 析 物 に 対 し て 特 異 的 で な い 場 合 、 こ れ は レ ベ ル の 上 昇 を 誤 っ て 与 え る で あ ろ う
。 キ ャ リ ブ レ ー タ ー が 汚 い 場 合 、 検 量 線 は 不 正 確 に な る と 考 え ら れ る 。 分 析 物 の 不 正 確 な
定 量 化 に よ り 、 医 学 的 な 決 定 を 行 う た め の 最 適 な カ ッ ト オ フ に 関 し て 誤 っ た 結 論 を 生 じ る
可 能 性 が あ り 、 個 体 に お い て 誤 っ て 定 量 化 す る こ と と な り 最 適 以 下 の 処 理 を 生 じ 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 例 え ば タ グ 付 き 免 疫 ア ッ セ イ 法 に 使
用 さ れ る 抗 体 試 薬 に 対 す る 品 質 管 理 を 特 徴 づ け 、 か つ 提 供 す る 方 法 を 提 供 す る 。 免 疫 ア ッ
セ イ ・ キ ッ ト に 使 用 さ れ る 抗 体 試 薬 は 、 混 入 タ ン パ ク 質 を 含 み 得 る こ と が 見 出 さ れ て い る
。 こ れ ら の 混 入 物 は 、 抗 体 試 薬 キ ッ ト に 提 供 さ れ た 抗 体 の 実 際 量 を 定 量 化 す る こ と を 企 図
し た 測 定 を 妨 害 し 得 る 。 本 方 法 は 、 抗 体 試 薬 の 調 製 お よ び 使 用 の 際 の 品 質 管 理 に 有 用 で あ
る 。 本 方 法 は 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 例 え ば タ グ 付 き 免 疫 ア ッ セ イ ・ キ ッ ト に 使 用 さ れ る 抗 体
試 薬 内 の 抗 体 の 量 お よ び ／ ま た は そ の 他 の タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 。 抗 体 は
、 抗 体 の 量 お よ び そ の 品 質 、 例 え ば そ の 分 解 状 態 の 両 方 に 関 し て 識 別 す る こ と が で き る 。
関 心 対 象 の 任 意 の 分 類 子 に 関 す る 品 質 管 理 基 準 を 越 え て い な い 試 薬 は 、 廃 棄 す る か 、 ま た
は 適 合 す る よ う に 修 正 す る こ と が で き る 。 試 薬 を 使 用 す る た め の 説 明 書 で は 、 試 薬 の 品 質
お よ び 免 疫 ア ッ セ イ 法 に 対 す る こ の 品 質 の 影 響 を 考 慮 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 般 に
、 試 料 中 の 関 心 対 象 の 全 て の 標 的 タ ン パ ク 質 を 捕 獲 す る の に 十 分 な 抗 体 試 薬 を 使 用 す る こ
と が 望 ま れ 、 従 っ て 、 抗 体 試 薬 に 含 ま れ る 抗 体 の 量 は 、 質 量 分 析 に よ っ て 測 定 さ れ る 量 、
例 え ば 総 タ ン パ ク 質 と 比 較 し た SELDIに 基 づ い て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 免 疫 ア ッ セ イ 法 に お い て 、 抗 体 試 薬 は 、 標 的 タ ン パ ク 質 だ け で な く 、 標 的 タ ン パ ク 質 の
分 解 断 片 に も 同 様 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 抗 BNP抗 体 は 、 BNP
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77～ 108だ け で な く 、 分 解 断 片 も 同 様 に 認 識 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 試 薬 を 使
用 す る 従 来 の タ グ 付 き 免 疫 ア ッ セ イ 法 で は 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 種 々 の 形 態 間 を 区 別 す る こ
と が で き な い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 抗 体 試 薬 は 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 に お い て 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド と 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 分 解 型
と の 間 を 区 別 し な い で あ ろ う 。 こ れ ら の 検 出 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 1つ も し く は い く つ か
だ け が 、 こ の 検 出 に 基 づ い た 診 断 法 ま た は そ の 他 の ア ッ セ イ 法 の 感 度 お よ び 特 異 性 の 原 因
と な り う る 限 り 、 そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 は 、 感 度 お よ び 特 異 性 を 損 な い う る 。 従 っ
て 、 そ の 他 の ど の ポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 試 薬 に よ っ て 捕 獲 さ れ る か を 決 定 し 、 特 異 的 な ポ リ
ペ プ チ ド を 検 出 ま た は 使 用 す る よ う に ア ッ セ イ 法 を 導 く こ と に よ っ て 、 ア ッ セ イ 法 が 改 善
さ れ る で あ ろ う 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 こ れ に は 、 標 識 抗 体 が 指 定 さ れ た ア イ ソ フ ォ ー ム
を 検 出 す る と い う サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 の よ う な ア ッ セ イ 法 を 行 う こ と を 含 ん で も よ い
。 ま た は 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 SELDI MS免 疫 ア ッ セ イ 法 で あ っ て も よ い 。 質 量 分 析 法 に 基
づ い た 免 疫 ア ッ セ イ は 、 質 量 に 基 づ い て 種 々 の 捕 獲 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 識 別 を 自 動 的 に
も た ら す 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 キ ッ ト は 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の 説 明 書 （ す な わ ち 、 プ ロ ト コ ル ） を 含 む 教 材
を 含 む こ と が で き る 。 教 材 は 、 典 型 的 に は 書 面 に さ れ 、 ま た は 印 刷 さ れ た 教 材 を 含 む が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な 説 明 書 を 格 納 し 、 か つ 最 終 使 用 者 に こ れ ら を 伝 え る こ
と が で き る 任 意 の 媒 体 も 本 発 明 に よ っ て 想 定 さ れ る 。 こ の よ う な 媒 体 は 、 電 子 記 憶 媒 体 （
例 え ば 、 磁 気 デ ィ ス ク 、 テ ー プ 、 カ ー ト リ ッ ジ 、 チ ッ プ ） 、 光 学 式 媒 体 （ 例 え ば 、 CD-ROM
） な ど を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な 媒 体 は 、 こ の よ う な 教 材 を 提 供 す る
イ ン タ ー ネ ッ ト サ イ ト へ の ア ド レ ス を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
B.キ ャ リ ブ レ ー タ ー
　 免 疫 ア ッ セ イ 法 の 較 正 は 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 で 作 製 さ れ る 結 果 の 品 質 を 保 証 す る た め に 重
要 で あ る 。 較 正 は 、 一 般 に 、 規 定 し た 量 ま た は 濃 度 の 標 的 分 析 物 を 含 む 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ
リ ブ レ ー タ ー の 使 用 を 含 む 。 免 疫 ア ッ セ イ 法 に お い て キ ャ リ ブ レ ー タ ー に よ っ て 作 製 さ れ
る シ グ ナ ル は 、 キ ャ リ ブ レ ー タ ー の 標 的 分 析 物 の 量 に 相 関 す る 。 こ の 較 正 を 使 用 し て 、 次
に 、 試 験 試 料 中 の 標 的 分 析 物 の 量 と 試 験 試 料 で 測 定 さ れ る シ グ ナ ル の 量 を 相 関 さ せ る 。 し
か し 、 キ ャ リ ブ レ ー タ ー に よ っ て 生 じ る シ グ ナ ル は 、 例 え ば キ ャ リ ブ レ ー タ ー 中 の 標 的 分
析 物 が 分 解 さ れ 、 ま た は さ も な け れ ば シ グ ナ ル を 損 な う よ う に 修 飾 さ れ て い る 場 合 に は 、
キ ャ リ ブ レ ー タ ー 中 の 分 析 物 の 本 当 の 量 を 示 さ な い で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 さ ら に ま た 、 標 準 的 免 疫 ア ッ セ イ 法 に お い て 使 用 さ れ る キ ャ リ ブ レ ー タ ー は 、 全 長 キ ャ
リ ブ レ ー タ ー ・ タ ン パ ク 質 だ け で な く 、 分 解 生 成 物 も 含 ん で い る で あ ろ う 。 こ れ は 、 キ ャ
リ ブ レ ー タ ー に よ り 、 試 料 中 の 標 的 の 量 を 誤 っ て 測 定 し て し ま う で あ ろ う こ と を 意 味 す る
。 実 際 に 、 BNP免 疫 ア ッ セ イ 法 に 使 用 さ れ る 較 正 物 質 の 調 査 で は 、 較 正 物 質 が 全 長 BNPだ け
で な く 、 BNPの 種 々 の 分 解 断 片 （ こ れ ら の 分 子 量 が BNPア ミ ノ 酸 配 列 の 同 定 可 能 な 部 分 配 列
の 分 子 量 に 対 応 し た こ と か ら 、 同 定 可 能 で あ る ） も 含 ん だ こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 BNP免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー の 品 質 を 決 定 す る た め の 方
法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 BNPを 捕 獲 す る 抗 体 で BNPに 対 し て 免 疫 ア ッ セ イ す る 際 に 使 用 す
る 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー に 由 来 す る 分 子 を 捕 獲 す る 工 程 と 、 抗 体 に よ っ て 捕 獲 さ
れ た BNPポ リ ペ プ チ ド の 量 を 特 異 的 に 測 定 す る 工 程 と を 含 む 。 ま た は 、 本 免 疫 ア ッ セ イ 法
を 、 BNPの 特 定 の 断 片 を 測 定 す る よ う に 導 く こ と が で き 、 こ の 形 態 に 対 す る 抗 体 お よ び こ
の 形 態 を 含 む キ ャ リ ブ レ ー タ ー の 使 用 を 含 む こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 患 者 の 徴 候 お よ び 症 状 お よ び 心 電 図 結 果 な ど の 臨 床 パ ラ メ ー タ ー に 加 え て 、 心 臓 生 物 マ
ー カ ー お よ び 該 生 物 マ ー カ ー と の タ ン パ ク 質 イ ン タ ラ ク タ ー の 相 対 量 ま た は 絶 対 量 は 、 診
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断 、 予 後 、 お よ び 患 者 の 管 理 目 的 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ れ ら の 結 果
に よ り 、 急 性 冠 動 脈 症 候 群 、 並 び に 急 性 冠 動 脈 症 候 群 の 特 定 の ク ラ ス （ 例 え ば 、 最 近 の 心
筋 梗 塞 に 対 す る 不 安 定 狭 心 症 ） の 有 無 を 診 断 す る こ と ； 治 療 し な い 患 者 で 可 能 性 の 高 い 結
果 を 決 定 す る こ と （ す な わ ち 、 予 後 を 決 定 す る こ と ） 、 お よ び 患 者 が 特 定 の 薬 物 療 法 （ 例
え ば 、 ス タ チ ン に 対 す る 凝 固 阻 害 剤 ） 過 程 に よ る 利 益 の あ る 可 能 性 が 高 い か ど う か を 決 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 し た が っ て 、 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 一 般 に 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー 、
お よ び 特 に BNP免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー の 製 造 お よ び 使 用 の 際 の 品 質 管 理 を 実 現 す
る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ
ー 、 例 え ば BNP免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー の 中 の ペ プ チ ド を 、 質 量 分 析 に よ っ て 、 特
に SELDIに よ っ て 識 別 す る 工 程 を 含 む 。 こ の 方 法 に よ り 、 こ れ ら を 質 量 に 従 っ て 識 別 す る
こ と が で き 、 お よ び 質 量 ス ペ ク ト ル ・ ピ ー ク 下 の 領 域 に 基 づ い て 定 量 化 す る こ と が で き る
の で 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を よ り 正 確 に 識 別 す る こ と が で き る 。 本 方 法 に よ れ ば 、 免 疫 ア ッ
セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー 溶 液 は 、 質 量 分 析 に よ っ て 、 特 に SELDIに よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。
ペ プ チ ド の 区 別 お よ び 定 量 化 は 、 質 量 分 析 に よ っ て 行 わ れ る 。 一 つ の バ ー ジ ョ ン に お い て
、 ペ プ チ ド は 、 疎 水 性 の 表 面 を 有 す る プ ロ ー ブ ま た は キ ャ リ ブ レ ー タ ー ・ ポ リ ペ プ チ ド の
エ ピ ト ー プ を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 に よ っ て 誘 導 体 化 さ れ た 反 応 性
プ ロ ー ブ な ど の SELDI MSプ ロ ー ブ で 捕 獲 さ れ る 。 特 に 、 キ ャ リ ブ レ ー タ ー 中 の ポ リ ペ プ チ
ド は 、 免 疫 ア ッ セ イ ・ キ ッ ト に 使 用 さ れ る 抗 体 試 薬 に よ っ て 誘 導 体 化 さ れ た プ ロ ー ブ で 捕
獲 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 関 心 対 象 の ピ ー ク の 1つ ま た は 複 数 に 基 づ い て ア ッ セ イ 法
を 較 正 し て も よ い 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 キ ャ リ ブ レ ー タ ー 中 の 総 タ ン パ ク 質 の 関 数
と し て 測 定 す る こ と が で き る 。 キ ャ リ ブ レ ー タ ー の SELDI解 析 例 を 図 4A、 B、 C、 お よ び D、
図 5Aお よ び B、 並 び に 図 6A、 B、 お よ び Cに 示 し て あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 例 え ば 、 BNPア ッ セ イ 法 に お い て 、 ア ッ セ イ 法 は 、 BNP77～ 108に 対 し て 較 正 す る こ と が
で き る 。 BNPア ッ セ イ 法 の 場 合 、 質 量 ス ペ ク ト ル は 、 血 漿 に お い て キ ャ リ ブ レ ー タ ー が 多
く の BNPの 分 解 形 態 を 含 ん だ こ と を 示 し た 。 こ れ は 、 プ ロ テ ア ー ゼ が 存 在 す る こ と を 意 味
す る 。 従 っ て 、 1つ ま た は 複 数 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 添 加 す る こ と よ っ て 、 キ ャ リ ブ レ
ー タ ー 中 の BNPポ リ ペ プ チ ド を 安 定 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 BNPの 場 合 、 こ の よ う な 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 全 長 BNPに 向 け ら れ る が 、 こ れ ら は 、 BNPの
そ の 他 の 形 態 も 検 出 す る 。 し か し 、 こ れ ら の 免 疫 ア ッ セ イ 法 の 一 般 的 な 標 的 は 、 BNP77～ 1
08で あ る 。 従 っ て 、 SELDI免 疫 ア ッ セ イ を 行 い 、 BNP77～ 108の 量 を 測 定 す る こ と が で き る
。 必 要 に 応 じ て 、 そ の 他 の 断 片 を 特 異 的 に 検 出 し て も よ い 。 ま た は 、 BNP77～ 108に 特 異 的
な 抗 体 を 開 発 し て 、 サ ン ド イ ッ チ ・ タ グ 付 き 免 疫 ア ッ セ イ 法 に お い て こ れ を 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 し た が っ て 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の BNPポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 1
つ の 形 態 を 識 別 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 最 初 に 、 表 面 が BNP、 好 ま し く は
成 熟 BNPの エ ピ ト ー プ と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に よ っ て 誘 導 体 化 さ れ た SELDIプ ロ ー ブ を 提
供 す る 工 程 を 含 む 。 プ ロ ー ブ は 、 上 記 し た も の な ど の 反 応 性 の 表 面 を 有 す る プ ロ ー ブ で あ
る こ と が で き る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 こ の エ ピ ト ー プ を 含 む BNPの 形 態 を 特 異 的 に 捕
獲 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 診 断 試 験 に お け る 被 験 者 試 料 な ど の 試 験 の た め の 試 料 を 、
結 合 し た 抗 体 と 接 触 さ せ る 。 エ ピ ト ー プ を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 し た 抗 体 に よ っ て 捕
獲 し 、 結 合 し て い な い 物 質 を 洗 い 流 す 。 次 い で 、 エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 が 結 合 し た 物 質 と 結
合 す る 。 こ れ は 、 従 来 の マ ト リ ッ ク ス の 適 用 を 含 ん で も よ い 。 ま た は 、 プ ロ ー ブ が 、 す で
に エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 が 結 合 し た SENDプ ロ ー ブ で あ る 場 合 、 外 部 マ ト リ ッ ク ス は 、 必 要 で
は な い 。 次 い で 、 捕 獲 さ れ た 分 子 を 質 量 分 析 に よ っ て 検 出 す る 。 質 量 分 析 は 、 質 量 に よ っ
て 分 析 物 を 識 別 す る の で 、 同 じ エ ピ ト ー プ を 含 む が 、 質 量 が 異 な る ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 さ
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れ 、 区 別 さ れ 、 か つ 測 定 さ れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 BNP77～ 108の 量 は 、 そ の 他 の 分 子 の 形
態 か ら 区 別 す る こ と が で き 、 こ の SELDI免 疫 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 定 量 化 す る こ と が で き る
。 実 際 に 、 被 験 者 試 料 の 調 査 に よ り 、 BNPタ グ 付 き 免 疫 ア ッ セ イ 法 に 使 用 さ れ る 抗 体 試 薬
が BNP77～ 108以 外 の そ の 他 の 多 く の BNP断 片 に も 結 合 し た こ と が 証 明 さ れ た 。 本 発 明 は 、
こ れ ら の 種 を 区 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
IV　 マ ー カ ー ・ パ ネ ル に お け る ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 分 解 産 物 の 使 用
　 診 断 試 験 の 原 則 は 、 特 定 の 臨 床 パ ラ メ ー タ ー と 方 法 （ 例 え ば 、 血 液 検 査 、 尿 検 査 、 CSF
、 試 験 、 痰 試 験 、 組 織 生 検 、 放 射 線 学 的 調 査 、 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 測 定 な ど
） の 結 果 を 相 関 さ せ る こ と で あ る 。 相 関 は 、 必 然 的 に 臨 床 パ ラ メ ー タ ー に よ っ て 区 別 さ れ
る 2つ 以 上 の 群 の 間 を 比 較 す る こ と を 含 む 。 臨 床 パ ラ メ ー タ ー は 、 例 え ば 疾 患 の 有 無 、 疾
患 の リ ス ク 、 疾 患 段 階 、 疾 患 の 重 篤 さ 、 疾 患 の ク ラ ス 、 ま た は 疾 患 治 療 に 対 す る 反 応 で あ
り う る 。 従 っ て 、 診 断 医 は 、 こ の 相 関 を 使 用 し て 臨 床 パ ラ メ ー タ ー に 関 し て 被 験 者 の 状 態
を 決 定 す る 。 す な わ ち 、 診 断 医 は 、 被 験 者 に 対 す る 手 技 の 結 果 を 使 用 し て 、 臨 床 パ ラ メ ー
タ ー に 関 し て 被 験 者 の 状 態 を 分 類 ま た は 診 断 し 、 診 断 ／ 分 類 の 信 頼 性 は 、 試 験 に 使 用 さ れ
る 徴 候 ま た は 症 状 の 分 類 力 ま た は 分 割 力 に 関 連 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 の も の な ど 、 最 も 診 断 有 用 性 を 有 す る 生 物 マ ー カ ー は 、 少 な く と も p≦ 0.05、 p≦
10 - 2 、 p≦ 10 - 3 、 p≦ 10 - 4 、 ま た は p≦ 10 - 5 の 異 な る 臨 床 パ ラ メ ー タ ー の 統 計 的 相 違 を 示 す
。 こ れ ら の 生 物 マ ー カ ー を 単 独 ま た は 一 緒 に 使 用 す る 診 断 試 験 で は 、 少 な く と も 75%、 少
な く と も 80%、 少 な く と も 85%、 少 な く と も 90%、 少 な く と も 95%、 少 な く と も 98%、 お よ び
約 100%の 感 度 お よ び 特 異 性 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 疾 患 の 診 断 の た め の 、 特 に 鑑 別 診 断 の た め の 、 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー を 同 定 す る た
め の 方 法 お よ び 系 は 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る 。 疾 病 状 態 の 診 断 の た め に 有 用 な マ ー カ ー を
同 定 す る た め の 適 切 な 方 法 は 、 2002年 12月 27日 に 出 願 さ れ た 、 METHOD AND SYSTEM FOR DI
SEASE DETECTION USING MARKER COMBINATIONSと 題 す る 米 国 特 許 出 願 第 10/331,127号 （ 代
理 人 整 理 番 号 071949-6802） に 詳 述 さ れ て お り 、 こ れ は 、 全 て の 表 、 図 、 お よ び 請 求 の 範
囲 を 含 む そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 ま た 、 マ ー カ ー の 一 変 量 解 析
を 行 う こ と が で き 、 複 数 の マ ー カ ー の 一 変 量 解 析 か ら の デ ー タ を 組 み 合 わ せ て マ ー カ ー の
パ ネ ル を 形 成 し 、 異 な る 疾 患 症 状 を 区 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 診 断 に 有 用 な マ ー カ ー の パ ネ ル を 開 発 す る 際 に 、 多 く の 潜 在 的 な マ ー カ ー に つ い て の デ
ー タ が 、 一 定 の マ ー カ ー の 存 在 ま た は レ ベ ル を 試 験 す る こ と に よ っ て 一 群 の 被 験 者 か ら 得
ら れ る で あ ろ う 。 被 験 者 群 は 、 2つ の セ ッ ト に 分 け ら れ 、 好 ま し く は 、 第 1の セ ッ ト お よ び
第 2の セ ッ ト は 、 そ れ ぞ れ ほ ぼ 等 し い 数 の 被 験 者 を 有 す る 。 第 1の セ ッ ト は 、 疾 患 を 有 す る
か 、 ま た は よ り 一 般 的 に は 、 第 1の 症 状 の 状 態 で あ る こ と 、 も し く は 第 1の 臨 床 パ ラ メ ー タ
ー を 示 す こ と が 確 認 さ れ た 被 験 者 を 含 む 。 例 え ば 、 こ の 第 1の セ ッ ト の 患 者 は 、 最 近 、 疾
患 発 病 し た も の で あ っ て も よ く 、 ま た は 特 定 の タ イ プ の 疾 患 を 有 す る も の で あ っ て も よ い
。 症 状 の 状 態 の 確 認 は 、 MRIも し く は CTな ど の よ り 厳 密 な 、 お よ び ／ ま た は 高 価 な 試 験 に
よ っ て 行 わ れ て も よ い 。 以 下 で は 、 こ の 第 1の セ ッ ト の 被 験 者 を 「 病 気 に 罹 患 し た 」 と い
う 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 第 2の セ ッ ト の 被 験 者 は 、 単 に 第 1の セ ッ ト 内 に 入 ら な い 人 々 で あ り 、 従 っ て 、 第 2の 臨
床 パ ラ メ ー タ ー を 示 す 。 こ の 第 2の セ ッ ト の 被 験 者 は 、 「 病 気 に 罹 患 し て い な い 」 ； す な
わ ち 健 常 人 で あ っ て も よ い 。 ま た は 、 こ の 第 2の セ ッ ト の 被 験 者 は 、 「 病 気 に 罹 患 し た 」
被 験 者 に よ っ て 示 さ れ る こ れ ら の 症 状 を 模 倣 す る 症 状 の 1つ の 症 状 ま た は 型 を 示 す よ う に
選 択 し て も よ い 。 さ ら に 別 の 変 形 例 に お い て 、 こ の 第 2の セ ッ ト は 、 疾 患 発 病 と は 異 な る
時 点 で こ れ ら が 表 れ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
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　 こ れ ら の セ ッ ト の 被 験 者 か ら 得 ら れ る デ ー タ は 、 本 発 明 の 目 的 の た め の 、 個 々 に ま た は
群 と し て 測 定 さ れ た ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 1つ も し く は 複 数 の 断 片 を 含 む 複 数 の マ ー
カ ー の レ ベ ル を 含 む 。 好 ま し く は 、 同 一 セ ッ ト の マ ー カ ー に つ い て の デ ー タ が そ れ ぞ れ の
患 者 に 利 用 さ れ る 。 こ の マ ー カ ー の セ ッ ト は 、 特 定 の 疾 患 ま た は 症 状 の 検 出 に 関 連 す る こ
と が 疑 わ れ る 可 能 性 の あ る 全 て の 候 補 マ ー カ ー を 含 ん で い て も よ い 。 実 際 の 公 知 の 関 連 性
は 必 要 と さ れ な い 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法 お よ び 装 置 の 態 様 は 、 ど の 候 補 マ ー カ
ー が 、 疾 患 ま た は 症 状 の 診 断 に 最 も 関 連 す る か に つ い て 決 定 す る た め に 使 用 さ れ て も よ い
。 被 験 者 の 2つ の セ ッ ト の そ れ ぞ れ の マ ー カ ー の レ ベ ル は 、 広 範 囲 に わ た っ て 、 例 え ば ガ
ウ ス 分 布 と し て 分 布 し て も よ い 。 し か し 、 分 布 フ ィ ッ ト は 必 要 と さ れ な い 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 マ ー カ ー は 、 患 者 が 病 気 に 罹 患 し た か 、 ま た は 病 気 に 罹 患 し て い な い か の い ず れ か と し
て 最 終 的 に 同 定 で き な い こ と が 多 い 。 例 え ば 、 患 者 が 重 複 領 域 内 の マ ー カ ー レ ベ ル を 有 す
る と 測 定 さ れ た 場 合 は 、 試 験 の 結 果 は 、 患 者 を 診 断 す る た め に 役 立 た な い 。 疾 患 ま た は 症
状 の 検 出 の た め に 陽 性 と 陰 性 の 試 験 結 果 の 間 を 区 別 す る た め に 、 人 為 的 な カ ッ ト オ フ を 使
用 し て も よ い 。 カ ッ ト オ フ が 選 択 さ れ る 場 合 で も 、 診 断 ツ ー ル と し て の 一 つ の マ ー カ ー の
有 効 性 は 影 響 を 受 け な い 。 カ ッ ト オ フ を 変 更 し て も 、 単 に 一 つ の マ ー カ ー を 使 用 す る こ と
に よ っ て 生 じ る 偽 陽 性 の 数 と 偽 陰 性 の 数 の 間 を 交 換 す る だ け で あ る 。 こ の よ う な 重 複 を 有
す る 試 験 の 有 効 性 は 、 た い て い ROC（ Receiver Operating Characteristic） 曲 線 を 使 用 し
て 表 さ れ る 。 ROC曲 線 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 診 断 検 査 が 正 し く 状 態 を 予 測 す る 力 は 、 一 般 に ア ッ セ イ 法 の 感 度 、 ア ッ セ イ 法 の 特 異 性
、 ま た は 受 診 者 動 作 特 性 （ 「 ROC」 ） 曲 線 下 の 領 域 と し て 測 定 さ れ る 。 感 度 は 、 陽 性 試 験
に よ っ て 予 測 さ れ る 真 陽 性 の 割 合 で あ り 、 一 方 、 特 異 性 は 、 陰 性 試 験 に よ っ て 予 測 さ れ る
真 陰 性 の 割 合 で あ る 。 ROC曲 線 は 、 1特 異 性 の 関 数 と し て 、 試 験 の 感 度 を 与 え る 。 ROC曲 線
下 の 領 域 が 大 き く な る に つ れ 、 試 験 の 予 測 値 も 強 力 に な る 。 試 験 の 有 用 性 の そ の 他 の 有 用
な 計 測 は 、 陽 性 予 測 値 お よ び 陰 性 予 測 値 で あ る 。 陽 性 予 測 値 は 、 陽 性 と し て 試 験 す る 実 際
の 陽 性 の 割 合 で あ る 。 陰 性 予 測 値 は 、 陰 性 と し て 試 験 す る 実 際 の 陰 性 の 割 合 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ROC曲 線 の 横 軸 は 、 偽 陽 性 の 割 合 と 共 に 増 加 す る （ 1-特 異 性 ） を 表 す 。 曲 線 の 垂 直 軸 は
、 真 陽 性 の 割 合 と 共 に 増 加 す る 感 度 を 表 す 。 従 っ て 、 選 択 さ れ た 特 定 の カ ッ ト オ フ に 関 し
て 、 （ 1-特 異 性 ） の 値 を 決 定 し て も よ く 、 対 応 す る 感 度 を 得 て も よ い 。 ROC曲 線 下 の 領 域
は 、 測 定 さ れ た マ ー カ ー ・ レ ベ ル に よ り 疾 患 ま た は 症 状 を 適 切 に 同 定 す る こ と が で き る 確
率 の 程 度 で あ る 。 従 っ て 、 ROC曲 線 下 の 領 域 は 、 試 験 の 有 効 性 を 決 定 す る た め に 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 上 で 議 論 し た よ う に 、 単 一 の マ ー カ ー の レ ベ ル の 測 定 で は 、 有 用 性 が 限 定 さ れ る で あ ろ
う 。 さ ら な る マ ー カ ー の 測 定 に よ り 、 付 加 的 情 報 を も た ら す が 、 適 切 に 2つ の 潜 在 的 に 無
関 係 な 測 定 レ ベ ル を 組 み 合 わ せ る 際 に は 問 題 点 が あ る 。 本 発 明 の 態 様 に 従 っ た 方 法 お よ び
装 置 で は 、 病 気 に 罹 患 し た 患 者 と 病 気 に 罹 患 し て い な い 患 者 の セ ッ ト に つ い て の 種 々 の マ
ー カ ー の レ ベ ル に 関 し て の デ ー タ は 、 有 用 な パ ネ ル 応 答 （ panel response） を 提 供 す る た
め の マ ー カ ー の パ ネ ル を 開 発 す る た め に 使 用 さ れ る で あ ろ う 。 デ ー タ は 、 Microsoft Acce
ss、  Oracle、 そ の 他 の SQLデ ー タ ベ ー ス な ど の デ ー タ ベ ー ス で 、 ま た は 単 に デ ー タ フ ァ イ
ル で 提 供 さ れ て も よ い 。 デ ー タ ベ ー ス ま た は デ ー タ フ ァ イ ル は 、 例 え ば 患 者 の 名 前 ま た は
数 な ど の 識 別 子 、 存 在 す る 種 々 の マ ー カ ー の レ ベ ル 、 お よ び 患 者 が 病 気 に 罹 患 し て い る か
、 ま た は 病 気 に 罹 患 し て い な い か ど う か を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 次 に 、 人 為 的 カ ッ ト オ フ 領 域 を そ れ ぞ れ の マ ー カ ー に つ い て 最 初 に 選 択 し て も よ い 。 カ
ッ ト オ フ 領 域 の 位 置 は 、 任 意 の 点 で 最 初 に 選 択 し て も よ い が 、 本 選 択 に よ り 、 下 記 の 最 適
化 プ ロ セ ス に 影 響 を 及 ぼ す で あ ろ う 。 こ の 点 に 関 し て 、 最 適 の 位 置 で あ る と 推 測 さ れ る 近
く を 選 択 す る と 、 オ プ テ ィ マ イ ザ ー の よ り 迅 速 な 収 束 を 促 進 す る で あ ろ う 。 好 ま し い 方 法
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に お い て 、 カ ッ ト オ フ 領 域 は 、 最 初 に 患 者 の 2つ の セ ッ ト の 重 複 領 域 の ほ ぼ 中 心 に 置 か れ
る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 カ ッ ト オ フ 領 域 は 、 単 に カ ッ ト オ フ 点 で あ っ て も よ い 。 そ の 他
の 態 様 に お い て 、 カ ッ ト オ フ 領 域 は 、 ゼ ロ よ り 大 き い 長 さ を 有 し て い て も よ い 。 こ の 点 に
関 し て は 、 カ ッ ト オ フ 領 域 は 、 中 心 値 と 長 さ の 大 き さ に よ っ て 定 義 し て も よ い 。 実 際 に は
、 カ ッ ト オ フ 領 域 の 限 度 の 最 初 の 選 択 は 、 被 験 者 の 各 セ ッ ト の 事 前 に 選 択 し た 百 分 位 数 に
従 っ て 決 定 し て も よ い 。 例 え ば 、 病 気 に 罹 患 し た 患 者 の 予 め 選 択 さ れ た 百 分 位 数 が 測 定 さ
れ た 点 を カ ッ ト オ フ 範 囲 の 右 （ 上 ） 端 と し て 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 次 い で 、 各 患 者 に つ い て の 各 マ ー カ ー 値 を 指 標 に マ ッ ピ ン グ し て も よ い 。 指 標 に は 、 カ
ッ ト オ フ 領 域 未 満 の 一 つ の 値 と 、 カ ッ ト オ フ 領 域 を 超 え る も う 一 つ の 値 が 割 り 当 て ら れ る
。 例 え ば 、 マ ー カ ー が 一 般 に 、 病 気 に 罹 患 し て い な い 患 者 に つ い て よ り 低 い 値 を 有 し 、 病
気 に 罹 患 し た 患 者 に つ い て 高 い 値 を 有 す る 場 合 、 ゼ ロ 指 標 は 、 特 定 の マ ー カ ー に 対 し て 低
い 値 に 割 り 当 て ら れ 、 潜 在 的 に 陽 性 診 断 の 可 能 性 が 低 い こ と を 示 す と 考 え ら れ る 。 そ の 他
の 態 様 に お い て 、 指 標 は 、 多 項 式 に 基 づ い て 算 出 し て も よ い 。 多 項 式 の 係 数 は 、 病 気 に 罹
患 し た か 、 お よ び 病 気 に 罹 患 し て い な い 被 験 者 の マ ー カ ー 値 の 分 布 に 基 づ い て 決 定 し て も
よ い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 種 々 の マ ー カ ー の 相 対 的 重 要 性 は 、 重 み 付 け 因 子 に よ っ て 示 し て も よ い 。 重 み 付 け 因 子
は 、 そ れ ぞ れ の マ ー カ ー の 係 数 と し て 最 初 に 割 り 当 て ら れ て も よ い 。 カ ッ ト オ フ 領 域 と 同
様 に 、 重 み 付 け 因 子 の 初 期 選 択 は 、 任 意 の 許 容 量 で 選 択 さ れ て も よ い が 、 本 選 択 に よ り 、
最 適 化 プ ロ セ ス に 影 響 を 及 ぼ す で あ ろ う 。 こ の 点 に 関 し て 、 最 適 の 位 置 で あ る と 推 測 さ れ
る 近 く を 選 択 す る と 、 オ プ テ ィ マ イ ザ ー の よ り 迅 速 な 収 束 を 促 進 す る で あ ろ う 。 好 ま し い
方 法 に お い て 、 許 容 さ れ る 重 み 付 け 係 数 は 、 0と 1の 間 の 範 囲 で あ っ て も よ く 、 そ れ ぞ れ の
マ ー カ ー に 対 す る 最 初 の 重 み 付 け 係 数 は 、 0.5に 割 り 当 て ら れ て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に
お い て 、 そ れ ぞ れ の マ ー カ ー に 対 す る 最 初 の 重 み 付 け 係 数 は 、 そ れ 自 体 に よ っ て そ の マ ー
カ ー の 有 効 性 と 関 連 さ せ て も よ い 。 例 え ば 、 ROC曲 線 は 、 一 つ の マ ー カ ー に 対 し て 作 製 さ
れ て も よ く 、 ROC曲 線 下 の 領 域 を そ の マ ー カ ー に 対 す る 最 初 の 重 み 付 け 係 数 と し て 使 用 し
て も よ い 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 次 に 、 パ ネ ル 応 答 は 、 2つ の セ ッ ト の そ れ ぞ れ の 被 験 者 の 各 々 に 対 し て 算 出 し て も よ い
。 パ ネ ル 応 答 は 、 そ れ ぞ れ の マ ー カ ー ・ レ ベ ル が マ ッ ピ ン グ さ れ る 指 標 と 、 そ れ ぞ れ の マ
ー カ ー に 対 す る 重 み 付 け 係 数 と の 関 数 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 そ れ ぞ れ の 被 験 者
（ j） に つ い て の パ ネ ル 応 答 （ R） は ：
　
　
（ 式 中 、 iは 、 マ ー カ ー 指 数 で あ り 、 jは 被 験 者 指 数 で あ り 、 w i は 、 マ ー カ ー iの 重 み 付 け
係 数 で あ り 、 Iは 、 マ ー カ ー iの た め の マ ー カ ー レ ベ ル が 被 験 者 jの た め に マ ッ ピ ン グ さ れ
る 際 の 指 標 値 で あ り 、 お よ び Σ は 、 全 て の 候 補 マ ー カ ー iに わ た る 和 で あ る 。 ） と 表 さ れ
る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 マ ー カ ー 値 以 外 に 指 標 値 を 使 用 す る こ と の 1つ の 利 点 は 、 非 常 に 高 い か 、 ま た は 低 い マ
ー カ ー レ ベ ル で は 、 特 定 の マ ー カ ー に つ い て の 病 気 に 罹 患 し た か 、 ま た は 病 気 に 罹 患 し て
い な い こ と を 診 断 す る 確 率 が 変 化 し な い こ と で あ る 。 典 型 的 に は 、 一 定 レ ベ ル よ り 上 の マ
ー カ ー 値 は 、 一 般 に 一 定 の 症 状 の 状 態 を 示 す 。 そ の レ ベ ル よ り 上 の マ ー カ ー 値 で は 、 同 じ
確 実 性 で 症 状 の 状 態 を 示 す 。 従 っ て 、 非 常 に 高 い マ ー カ ー 値 が 、 そ の 症 状 の 状 態 の 非 常 に
高 い 確 率 を 示 す の で は な い 可 能 性 が あ る 。 カ ッ ト オ フ 領 域 の 一 方 の 側 に 不 変 の 指 標 を 使 用
す る こ と に よ り 、 こ の 懸 念 が な く な る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ま た 、 パ ネ ル 応 答 は 、 マ ー カ ー レ ベ ル を 含 む い く つ か の パ ラ メ ー タ ー と 、 例 え ば 患 者 の
人 種 お よ び 性 を 含 む そ の 他 の 因 子 と の 一 般 的 な 関 数 で あ り う る 。 パ ネ ル 応 答 に 寄 与 す る そ
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の 他 の 因 子 は 、 全 時 間 に わ た っ た 特 定 の マ ー カ ー の 値 の 勾 配 を 含 み う る 。 例 え ば 、 患 者 は
、 最 初 に 病 院 に 到 着 し た と き に 、 特 定 の マ ー カ ー に つ い て 測 定 し て も よ い 。 同 じ マ ー カ ー
を 1時 間 後 に 再 び 測 定 し て も よ く 、 変 化 の レ ベ ル を パ ネ ル 応 答 に 反 映 し て も よ い 。 さ ら に
、 さ ら な る マ ー カ ー は 、 そ の 他 の マ ー カ ー に 由 来 し て も よ く 、 パ ネ ル 応 答 の 値 に 寄 与 し て
も よ い 。 例 え ば 、 2つ の マ ー カ ー の 値 の 比 率 が 、 パ ネ ル 応 答 を 算 出 す る 際 の 因 子 で あ っ て
も よ い 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 被 験 者 の そ れ ぞ れ の セ ッ ト の そ れ ぞ れ の 被 験 者 に つ い て パ ネ ル 応 答 が 得 ら れ た ら 、 こ こ
で そ れ ぞ れ の セ ッ ト に つ い て の パ ネ ル 応 答 の 分 布 を 解 析 し て も よ い 。 有 効 な パ ネ ル の 選 択
を 容 易 に す る よ う に 目 的 関 数 を 定 義 し て も よ い 。 目 的 関 数 は 、 一 般 に パ ネ ル の 有 効 性 を 表
す は ず で あ り 、 例 え ば 、 病 気 に 罹 患 し た 被 験 者 セ ッ ト と 病 気 に 罹 患 し て い な い 被 験 者 セ ッ
ト の パ ネ ル 応 答 の 重 複 と し て 表 さ れ る 。 こ の よ う に 、 目 的 関 数 は 、 パ ネ ル の 有 効 性 を 最 大
に す る よ う に 、 例 え ば 重 複 を 最 小 化 す る よ う に 最 適 化 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 被 験 者 の 2つ の セ ッ ト の パ ネ ル 応 答 を 表 す ROC曲 線 を 目 的 関 数 を
定 義 す る た め に 使 用 し て も よ い 。 例 え ば 、 目 的 関 数 は 、 ROC曲 線 下 の 領 域 を 反 映 す る で あ
ろ う 。 曲 線 下 の 領 域 を 最 大 に す る こ と に よ っ て 、 マ ー カ ー の パ ネ ル の 有 効 性 を 最 大 に し て
も よ い 。 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 ROC曲 線 の そ の 他 の 特 徴 を 目 的 関 数 を 定 義 す る た め に 使
用 し て も よ い 。 例 え ば 、 ROC曲 線 の 勾 配 が 同 等 で あ る 位 置 は 、 有 用 な 特 徴 で あ ろ う 。 そ の
他 の 態 様 に お い て 、 時 に 「 ニ ー （ knee） 」 と 称 さ れ る 感 度 と 特 異 性 の 積 が 最 大 で あ る 位 置
を 使 用 し て も よ い 。 あ る 態 様 に お い て 、 ニ ー に お け る 感 度 を 最 大 に し て も よ い 。 さ ら な る
態 様 に お い て 、 予 め 定 め ら れ た 特 異 性 レ ベ ル で の 感 度 を 、 目 的 関 数 を 定 義 す る た め に 使 用
し て も よ い 。 そ の 他 の 態 様 で は 、 予 め 定 め ら れ た 感 度 レ ベ ル で 使 用 さ れ る で あ ろ う 特 異 性
を 使 用 し て も よ い 。 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の ROC曲 線 の 関 数 の 2つ 以 上 の 組 み 合
わ せ を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 パ ネ ル 内 の マ ー カ ー の う ち の 1つ が 、 診 断 さ れ る 疾 患 ま た は 症 状 に 特 異 的 で あ る か も し
れ な い 。 こ の よ う な マ ー カ ー が あ る 閾 値 の 上 下 に 存 在 す る と き は 、 パ ネ ル 応 答 は 、 「 陽 性
」 試 験 結 果 を 返 す よ う に 設 定 さ れ う る 。 し か し 、 閾 値 が 満 た さ れ な い 場 合 で も 、 マ ー カ ー
の レ ベ ル を 目 的 関 数 の 推 定 貢 献 者 （ possible contributor） と し て 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 最 適 化 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 目 的 関 数 を 最 大 ま た は 最 小 に し て も よ い 。 最 適 化 ア ル
ゴ リ ズ ム は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 シ ン プ レ ッ ク ス 法 お よ び そ の 他 の 制 約 付 き
最 適 化 技 術 を 含 む い く つ か の 共 通 に 利 用 で き る 最 小 化 ま た は 最 大 化 関 数 を 含 む 。 い く つ か
の 最 小 化 関 数 は 、 極 小 よ り も 全 体 的 な 最 小 を 探 す 際 に 他 の も の よ り も 優 れ て い る 。 最 適 化
プ ロ セ ス で は 、 そ れ ぞ れ の マ ー カ ー に つ い て カ ッ ト オ フ 領 域 の 位 置 お よ び サ イ ズ に よ り 、
マ ー カ ー に つ き 少 な く と も 2つ の 自 由 度 を 提 供 す る よ う に 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 変 数 パ ラ メ ー タ ー は 、 本 明 細 書 に お い て 独 立 変 数 と い わ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い
て 、 そ れ ぞ れ の マ ー カ ー の た め の 重 み 付 け 係 数 を 最 適 化 ア ル ゴ リ ズ ム の 反 復 全 体 に わ た っ
て 変 化 さ せ る こ と も で き る 。 種 々 の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー の 任 意 の 順 列 を
独 立 変 数 と し て 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 上 記 の パ ラ メ ー タ ー に 加 え て 、 そ れ ぞ れ の マ ー カ ー の 意 味 （ sense） を 独 立 変 数 と し て
使 用 し て も よ い 。 例 え ば 、 多 く の 場 合 、 あ る マ ー カ ー が 高 レ ベ ル で あ る こ と が 、 一 般 に 病
気 に 罹 患 し た 状 態 ま た は 病 気 に 罹 患 し て い な い 状 態 を 表 す か ど う か は 公 知 で は な い 可 能 性
が あ る 。 こ の よ う な 場 合 、 最 適 化 プ ロ セ ス を 両 側 で 検 索 す る こ と が 有 用 で あ ろ う 。 実 際 に
は 、 こ れ は 、 い く つ か の 方 法 で 実 施 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 そ の 意
味 は 、 最 適 化 プ ロ セ ス に よ っ て 正 負 の 間 が 反 転 し う る 真 に 別 々 の 独 立 変 数 で あ っ て も よ い
。 ま た は 、 意 味 は 重 み 付 け 係 数 を 負 に す る こ と よ っ て 実 施 （ implemented） さ れ て も よ い
。
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【 ０ １ ７ １ 】
　 最 適 化 ア ル ゴ リ ズ ム に は 、 同 様 に 制 約 を 与 え て も よ い 。 例 え ば 、 生 じ る ROC曲 線 に は 、
特 定 の 値 を 超 え る 曲 線 下 の 領 域 を 与 え る よ う に 制 約 し て も よ い 。 0.5の 曲 線 下 の 領 域 を 有
す る ROC曲 線 は 、 完 全 に ラ ン ダ ム な こ と を 示 し 、 一 方 1.0の 曲 線 下 の 領 域 で は 、 2つ の セ ッ
ト の 完 全 な 分 離 を 反 映 す る 。 従 っ て 、 特 に 目 的 関 数 が 曲 線 下 の 領 域 を 組 み 入 れ な い 場 合 は
、 0.75な ど の 最 小 限 の 許 容 値 を 制 約 と し て 使 用 し て も よ い 。 そ の 他 の 制 約 で は 、 特 定 の マ
ー カ ー の 重 み 付 け 係 数 以 上 の 限 界 を 含 ん で い て も よ い 。 さ ら な る 制 約 で は 、 1.0な ど の 特
定 の 値 ま で 、 全 て の 重 み 付 け 係 数 の 合 計 を 制 限 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 最 適 化 ア ル ゴ リ ズ ム を 反 復 す る こ と に よ り 、 一 般 に 、 制 約 を 満 た す よ う に 独 立 し た パ ラ
メ ー タ ー を 変 化 さ せ 、 一 方 で 目 的 関 数 を 最 小 化 ま た は 最 大 化 す る 。 最 適 化 プ ロ セ ス に お い
て 、 反 復 数 を 制 限 し て も よ い 。 さ ら に 、 2つ の 連 続 し た 反 復 の 間 の 目 的 関 数 の 相 違 が 予 め
定 め ら れ た 閾 値 以 下 に あ り 、 そ れ に よ っ て 最 適 化 ア ル ゴ リ ズ ム が 極 小 ま た は 極 大 の 領 域 に
達 し た こ と を 示 す と き に 、 最 適 化 プ ロ セ ス を 終 了 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 従 っ て 、 最 適 化 プ ロ セ ス で は 、 指 標 に 対 し て マ ー カ ー 値 を マ ッ ピ ン グ す る た め に 、 そ れ
ぞ れ の マ ー カ ー お よ び カ ッ ト オ フ 領 域 に 対 し て 重 み 付 け 係 数 を 含 む マ ー カ ー の パ ネ ル を 提
供 し て も よ い 。 よ り 少 な い マ ー カ ー レ ベ ル の 測 定 だ け を 必 要 と す る 低 コ ス ト ・ パ ネ ル を 開
発 す る た め に 、 一 定 の マ ー カ ー を パ ネ ル か ら 除 去 し て も よ い 。 こ の 点 に 関 し て は 、 マ ー カ
ー の 有 効 な 寄 与 を 同 定 す る た め に 、 パ ネ ル 内 の そ れ ぞ れ の マ ー カ ー の 効 果 的 な 寄 与 を 決 定
し て も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 最 適 化 プ ロ セ ス に よ っ て 生 じ る 重 み 付 け 係 数 を 使 用 し
て そ れ ぞ れ の マ ー カ ー の 相 対 寄 与 を 決 定 し て も よ い 。 最 も 低 い 係 数 を 有 す る マ ー カ ー を 除
去 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 一 定 の 場 合 に お い て 、 重 み 付 け 係 数 が よ り 低 い こ と が 、 重 要 性 の 低 さ を 表 さ な い 可 能 性
が あ る 。 同 様 に 、 重 み 付 け 係 数 よ り 高 い こ と が 、 重 要 性 の 高 さ を 表 さ な い 可 能 性 が あ る 。
例 え ば 、 関 連 す る マ ー カ ー が 診 断 と は 無 関 係 な 場 合 は 、 最 適 化 プ ロ セ ス に よ り 高 い 係 数 を
生 じ う る 。 こ の 場 合 、 係 数 を よ り 低 く す る こ と に は 、 何 の 利 点 も な い で あ ろ う 。 こ の 係 数
を 変 化 さ せ て も 、 目 的 関 数 の 値 に 影 響 を 及 ぼ さ な い で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ５ 】
V　 患 者 の 臨 床 状 態 お よ び 治 療 処 方 計 画 を 決 定 す る た め の 、 BNPお よ び そ の 断 片 の 使 用
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 な ど の 有 用 な 診 断 ま た は 予 後 の
指 標 は 、 臨 床 家 が 代 替 治 療 法 間 を 選 択 す る の を 助 け る こ と が で き る 。 例 え ば 、 急 性 冠 動 脈
症 候 群 後 に 心 臓 ト ロ ポ ニ ン Tま た は Iが 上 昇 し た 患 者 は 、 強 力 な 抗 血 小 板 薬 お よ び 抗 血 栓 療
法 を 含 む 初 期 の 積 極 的 な ス ト ラ テ ジ ー 、 並 び に 初 期 の 血 管 再 生 に よ る 利 益 を 特 に 得 て い る
よ う で あ る 。 Hamm et al., N. Engl. J. Med. 340：  1623-9 (1999)；  Morrow et al., J
. Am. Coll. Cardiol. 36：  1812-7 (2000)；  Cannon et al., Am. J. Cardiol. 82：  73
1-6 (1998)。 さ ら に 、 心 筋 梗 塞 後 に C反 応 性 タ ン パ ク 質 が 上 昇 し た 患 者 は 、 HMG-CoAレ ダ ク
タ ー ゼ 阻 害 剤 療 法 に よ る 利 益 を 特 に 得 て い る よ う で あ る 。 Ridker et al., Circulation 9
8：  839-44 (1998)。 鬱 血 性 心 不 全 患 者 の 中 で 、 予 備 実 験 で は 、 ACE阻 害 剤 が 用 量 依 存 的 な
様 式 で BNPレ ベ ル を 減 少 さ せ る で あ ろ う こ と を 示 唆 す る 。 Van Veldhuisen et al., J. Am.
 Coll. Cardiol. 32：  1811-8 (1998)。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 こ の 場 合 は 、 BNPの 高 い レ ベ ル は 、 心 臓 疾 患 、 特 に 心 臓 組 織 損 傷 お よ び 急 性 心 臓 症 候 群
と 相 関 す る 。 診 断 医 は 、 被 験 者 の 心 疾 患 状 態 を 決 定 す る た め に BNPの 測 定 を 使 用 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 医 師 は 、 急 性 冠 動 脈 症 候 群 の 有 無 を 診 断 す る た め に 、 患 者 の 血 液 試 料
中 の BNPの 量 を 使 用 す る こ と が で き る 。 「 急 性 冠 動 脈 症 候 群 の 状 態 」 と い う 語 は 、 と り わ
け 急 性 冠 動 脈 症 候 群 と 非 急 性 冠 動 脈 症 候 群 と を 識 別 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 典 型 的 な BNP免 疫 ア ッ セ イ 法 で は 、 抗 体 に よ っ て 捕 獲 さ れ た BNPと BNP断 片 と の 間 を 識 別
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せ ず 、 ま た 、 タ ン パ ク 質 イ ン タ ラ ク タ ー を 検 出 し な い 。 従 っ て 、 典 型 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 法
で は 、 関 心 対 象 の 臨 床 パ ラ メ ー タ ー 、 例 え ば 急 性 冠 動 脈 症 候 群 と 全 て の BNP形 態 を 相 関 さ
せ る 。 し か し 、 BNP、 そ の 種 々 の 形 態 、 お よ び イ ン タ ラ ク タ ー の 測 定 を 特 異 的 に 識 別 す る
こ と に よ っ て 、 本 発 明 は 、 臨 床 パ ラ メ ー タ ー と こ れ ら の 分 析 物 を 特 異 的 に 相 関 さ せ る こ と
が で き る 。 試 料 中 の 特 定 の 分 析 物 の 特 異 的 な 相 関 は 、 診 断 の 際 に よ り 優 れ た 特 異 性 お よ び
感 度 を も た ら す 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 以 下 の こ と は 、 有 意 義 な BNPア ッ セ イ 法 の た め に 推 奨 さ れ る ： こ れ ら は 、 タ ン パ ク 質 分
解 に よ っ て 影 響 を 受 け な い エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 を 使 用 す る べ き で あ る ； 翻 訳 後 修 飾
さ れ た BNPと 反 応 さ せ る べ き で あ る ； こ れ ら が 利 用 で き る よ う に な っ た 場 合 、 国 際 的 に 承
認 さ れ た 基 準 を 使 用 し て 製 造 業 者 間 で 標 準 化 す る べ き で あ る ； HAMA、 RF、 フ ィ ブ リ ン 、 お
よ び そ の 他 の 妨 害 が な い べ き で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 し た が っ て 、 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 断 片 を 含 む BNPポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は BNP
の 生 体 分 子 イ ン タ ラ ク タ ー 、 お よ び 抗 BNP抗 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 生 物 マ ー カ
ー の 特 異 的 な 測 定 を こ れ ら の 分 子 と 共 に 使 用 す る 、 診 断 、 予 後 、 お よ び 療 法 診 断 的 （ ther
anostic） 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 最 初 に 任 意 の 方 法 に よ っ て BNPの 標 的 形 態 の 特 異 的
な 測 定 値 を 提 供 し 、 次 い で 測 定 値 を 関 心 対 象 の 臨 床 パ ラ メ ー タ ー 、 例 え ば 急 性 冠 動 脈 症 候
群 と 相 関 さ せ る こ と を 含 む 。 測 定 値 を 相 関 さ せ る こ と よ っ て 、 問 題 の 特 定 の 臨 床 パ ラ メ ー
タ ー に 関 し て 被 験 者 の 状 態 を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の 相 関 に 基 づ い て 、 さ ら な る 診 断
検 査 ま た は 治 療 手 技 ま た は 処 方 計 画 を 含 む さ ら な る 処 置 が 指 示 さ れ る で あ ろ う 。 本 発 明 の
各 々 の 生 物 マ ー カ ー は 、 個 々 に 疾 患 と 相 関 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 BNPま た は タ ン パ ク 質 イ ン タ ラ ク タ ー の い ず れ の 形 態 も 、 個 々 に 、 急 性 冠 動 脈 症 候 群 の
状 態 を 決 定 す る 際 の 補 助 に 有 用 で あ る 。 第 1に 、 選 択 さ れ た 生 物 マ ー カ ー は 、 本 明 細 書 に
記 載 さ れ て い る 方 法 、 例 え ば SELDIバ イ オ チ ッ プ 上 で の 捕 獲 に 続 く 質 量 分 析 に よ る 検 出 を
使 用 し て 、 被 験 者 試 料 に お い て 特 異 的 に 測 定 さ れ る 。 次 い で 、 測 定 値 を 一 つ の 診 断 パ ラ メ
ー タ ー を も う 一 つ の も の と 、 例 え ば 急 性 冠 動 脈 症 候 群 陰 性 の 状 態 か ら 急 性 冠 動 脈 症 候 群 陽
性 の 状 態 を 区 別 す る 診 断 の 量 ま た は カ ッ ト オ フ と 比 較 さ れ る 。 診 断 の 量 は 、 上 記 の 生 物 マ
ー カ ー の 測 定 量 で あ っ て 、 そ れ 以 下 で は 、 被 験 者 が 特 定 の 臨 床 パ ラ メ ー タ ー を 有 す る と 分
類 さ れ る 量 を 表 す 。 例 え ば 、 臨 床 パ ラ メ ー タ ー が 正 常 の も の と 比 較 し て 、 生 物 マ ー カ ー が
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 場 合 は 、 診 断 カ ッ ト オ フ 以 上 の 測 定 量 が 、 臨 床 パ ラ メ ー タ ー の
診 断 を 提 供 す る 。 ま た は 、 生 物 マ ー カ ー が 急 性 冠 動 脈 症 候 群 に お い て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト
さ れ る 場 合 は 、 診 断 カ ッ ト オ フ 以 下 の 測 定 量 が 、 急 性 冠 動 脈 症 候 群 の 診 断 を 提 供 す る 。 当
技 術 分 野 に お い て 十 分 に 理 解 さ れ て い る と お り 、 ア ッ セ イ 法 に 使 用 さ れ る 特 定 の 診 断 カ ッ
ト オ フ を 調 整 す る こ と に よ っ て 、 診 断 医 の 選 択 に 応 じ て 、 診 断 ア ッ セ イ 法 の 感 度 ま た は 特
異 性 を 増 大 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 生 物 マ ー カ ー の 量 の 定 量 を 伴 わ な い 生 物 マ ー カ ー の 単 な る 有 無 も
有 用 で あ り 、 急 性 冠 動 脈 症 候 群 の 可 能 性 の 診 断 と 相 関 さ せ る こ と が で き る 。 従 っ て 、 試 験
さ れ る 被 験 者 に お い て 検 出 さ れ た こ れ ら の マ ー カ ー の そ れ ぞ れ の 有 無 は 、 被 験 者 が 急 性 冠
動 脈 症 候 群 を 有 す る 確 率 が よ り 高 い こ と を 示 す 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 個 々 の 生 物 マ ー カ ー は 、 有 用 な 診 断 の マ ー カ ー で あ る が 、 生 物 マ ー カ ー を 組 み 合 わ せ る
こ と に よ り 、 単 一 の マ ー カ ー 単 独 よ り も 特 定 の 状 態 の 優 れ た 適 中 率 を も た ら す こ と が で き
る こ と が 分 か っ て い る 。 特 に 、 試 料 中 の 複 数 の マ ー カ ー を 検 出 す る こ と に よ り 、 真 陽 性 、
お よ び 真 陰 性 の 診 断 の 割 合 を 増 大 す る こ と が で き 、 偽 陽 性 ま た は 偽 陰 性 の 診 断 の 割 合 を 低
下 さ せ る こ と が で き る 。 従 っ て 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 断 片 を 含 む BNPポ リ ペ プ チ ド 、 ま
た は BNPイ ン タ ラ ク タ ー の 種 々 の 形 態 の 相 対 比 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
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　 急 性 冠 動 脈 症 候 群 の 状 態 を 決 定 す る 方 法 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 状 態 に 基 づ
い て 被 験 者 の 治 療 を 管 理 す る こ と を さ ら に 含 む 。 こ の よ う な 管 理 で は 、 急 性 冠 動 脈 症 候 群
の 状 態 を 決 定 し た 後 の 医 師 ま た は 臨 床 家 の 措 置 が 記 載 さ れ る 。 例 え ば 、 医 師 が 急 性 冠 動 脈
症 候 群 の 診 断 を 行 う 場 合 、 医 療 行 為 （ 例 え ば 、 ス タ チ ン 、 β 遮 断 薬 、 糖 タ ン パ ク 質 IIb/II
Ia阻 害 剤 ） ま た は 侵 襲 性 介 入 （ 例 え ば 、 血 管 再 生 ） な ど の 一 定 の 治 療 法 を 伴 う で あ ろ う 。
生 物 マ ー カ ー お よ び こ れ ら の イ ン タ ラ ク タ ー を 特 異 的 に 補 完 す る こ と に よ り 、 最 適 な 治 療
方 針 を 予 測 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 治 療 す る こ と な く 、 非 急 性 冠 動 脈 症 候 群 の 診 断 が
行 わ れ る か も し れ な い 。 診 断 試 験 が 急 性 冠 動 脈 症 候 群 の 状 態 に つ い て 断 定 的 で な い 結 果 を
与 え る 場 合 は 、 さ ら な る 試 験 が 要 求 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 同 様 に 、 種 々 の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 の レ ベ ル に 基 づ く 「 オ ー ダ ー メ イ ド （ tail
oring） 」 利 尿 薬 お よ び 血 管 拡 張 剤 療 法 に よ っ て も 結 果 が 改 善 さ れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 T
roughton et al., Lancet 355：  1126-30 (2000)を 参 照 さ れ た い 。 最 後 に 、 16人 の 患 者 の
単 一 の 予 備 実 験 で は 、 Q波 MI（ Q-wave MI） の 偽 薬 よ り も む し ろ ACE阻 害 剤 に 対 す る ラ ン ダ
ム 化 が 、 そ の 後 の 6ヶ 月 の 期 間 に わ た る BNPレ ベ ル の 減 少 と 関 係 し て い た こ と が 見 い だ さ れ
た 。 Motwani et al., Lancet 341：  1109-13 (1993)。 BNPは 、 有 益 な 心 臓 お よ び 腎 臓 効 果
を 有 す る 対 抗 制 御 的 な ホ ル モ ン で あ る の で 、 BNP濃 度 の 変 化 は 、 心 室 機 能 の 改 善 お よ び 心
室 壁 の ス ト レ ス の 減 少 を 反 映 す る 可 能 性 が 高 い 。 最 近 の 論 文 で は 、 NT プ ロ -BNPと BNPア ッ
セ イ 法 と の 相 関 を 証 明 し て い る （ Fischer et al., Clin. Chem. 47：  591-594 (2001)）
。 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 の 濃 度 を 、 個 々 に ま た は グ ル ー プ で 考 慮 し て 、 患 者 の 結 果
を 改 善 す る た め の 利 尿 薬 お よ び 血 管 拡 張 剤 療 法 を 案 内 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る こ
と も 本 発 明 の さ ら な る 目 的 で あ る 。 さ ら に 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 の 測 定 値 を 、 個
々 に ま た は グ ル ー プ で 考 慮 し て 、 急 性 冠 動 脈 症 候 群 に 罹 患 し た 患 者 の 予 後 指 標 と し て 使 用
す る こ と も 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 鬱 血 性 心 不 全 の 入 院 患 者 で の 最 近 の 研 究 で は 、 連 続 BNP測 定 に よ り 、 単 一 測 定 と 比 較 し
て 予 後 の 情 報 の 増 大 を も た ら す で あ ろ う こ と を 示 唆 し て い る ； す な わ ち 、 ア ッ セ イ 法 で は
、 療 法 後 に BNPが 降 下 す る と き に 、 こ れ が 持 続 的 に 上 昇 し た ま ま で あ る と き よ り も 予 後 の
改 善 を も た ら す こ と を 証 明 す る こ と が で き る 。 Cheng et al., J. Am. Coll. Cardiol. 37
：  386-91 (2001)。 従 っ て 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 の 連 続 測 定 は 、 患 者 の マ ー カ ー
の 予 後 お よ び ／ ま た は 診 断 的 価 値 を 増 大 し 得 、 し た が っ て 、 本 発 明 の 範 囲 内 の も の で あ る
。
【 ０ １ ８ ６ 】
VI　 ア ッ セ イ 測 定 ス ト ラ テ ジ ー
　 本 方 法 は 、 1つ ま た は 複 数 の 断 片 を 含 む BNPポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ／ ま た は BNPの 生 体 分
子 の イ ン タ ラ ク タ ー 、 お よ び 抗 BNP抗 体 を 固 形 基 体 上 で 捕 獲 す る 工 程 を 含 む 。 典 型 的 に は
、 こ れ ら は 、 BNPポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 他 の 生 物 特 異 的 捕 獲 試
薬 、 特 に 免 疫 ア ッ セ イ 法 に 使 用 さ れ る 抗 体 を 使 用 し て 捕 獲 さ れ る 。 ま た こ れ ら の 分 子 は 、
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 物 質 な ど の 非 特 異 的 な 方 法 に よ っ て 捕 獲 す る こ と が で き る 。 次 い で 、
捕 獲 さ れ た 分 子 を 特 異 的 に 検 出 し 、 任 意 の 適 切 な 検 出 手 段 に よ っ て 互 い に 区 別 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 生 物 マ ー カ ー は 、 任 意 の 適 切 な 方 法 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の た め
に 使 用 す る こ と が で き る 検 出 方 法 は 、 光 学 的 方 法 、 電 気 化 学 的 な 方 法 （ 電 圧 測 定 お よ び 電
流 測 定 技 術 ） 、 原 子 力 顕 微 鏡 観 察 、 お よ び 高 周 波 方 法 、 例 え ば 多 極 共 鳴 分 光 学 を 含 む 。 光
学 的 方 法 の 例 示 に は 、 共 焦 点 お よ び 非 共 焦 点 顕 微 鏡 観 察 の 両 者 に 加 え て 、 蛍 光 、 発 光 、 化
学 発 光 、 吸 光 度 、 反 射 率 、 透 過 率 、 お よ び 複 屈 折 、 ま た は 屈 折 率 の 検 出 （ 例 え ば 、 表 面 プ
ラ ス モ ン 共 鳴 、 エ リ プ ソ メ ト リ ー 、 共 鳴 ミ ラ ー 法 、 格 子 カ プ ラ ー 導 波 管 法 、 ま た は 干 渉 計
） 、 バ イ オ セ ン サ ー ま た は 天 然 の 受 容 体 の 使 用 が あ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 試 験 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 検 出 お よ び 解 析 の た め に 、 多 く の 方 法 お
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よ び 装 置 が 周 知 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 免 疫 ア ッ セ イ 装 置 お よ び 方 法 が 使 用 さ れ
る こ と が 多 い 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,143,576号 ； 第 6,113,855号 ； 第 6,019,944号 ； 第 5,9
85,579号 ； 第 5,947,124号 ； 第 5,939,272号 ； 第 5,922,615号 ； 第 5,885,527号 ； 第 5,851,77
6号 ； 第 5,824,799号 ； 第 5,679,526号 ； 第 5,525,524号 ； お よ び 第 5,480,792号 を 参 照 さ れ
た い （ そ れ ぞ れ 、 全 て の 表 、 図 、 お よ び 請 求 の 範 囲 を 含 む そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書
に 組 み 入 れ ら れ る ） 。 こ れ ら の 装 置 お よ び 方 法 で は 、 種 々 の サ ン ド イ ッ チ 、 競 合 的 、 も し
く は 非 競 合 的 ア ッ セ イ 形 式 に お い て 標 識 さ れ た 分 子 を 利 用 し 、 関 心 対 象 の 分 析 物 の 存 在 ま
た は 量 に 関 連 す る シ グ ナ ル を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 バ イ オ セ ン サ ー お よ び 光
学 免 疫 ア ッ セ イ 法 な ど の 、 あ る 方 法 お よ び 装 置 を 、 標 識 分 子 を 必 要 と す る こ と な く 分 析 物
の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る た め に 使 用 し て も よ い 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,631,171号 ； お
よ び 第 5,955,377号 を 参 照 さ れ た い （ そ れ ぞ れ は 、 全 て の 表 、 図 、 お よ び 請 求 の 範 囲 を 含
む そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 。 Beckman Access、 Abbott AxSym、
Roche ElecSys、 Dade Behring Stratusシ ス テ ム を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ロ ボ ッ
ト 計 測 手 段 は 、 本 明 細 書 に 教 示 さ れ る 免 疫 ア ッ セ イ 法 を 行 う こ と が で き る 免 疫 ア ッ セ イ 分
析 計 に 挙 げ ら れ る 。 マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 の 特 異 的 な 免 疫 学 的 結 合 は 、 直 接 ま た は 間 接 的
に 検 出 す る こ と が で き る 。 直 接 的 な 標 識 は 、 抗 体 に 付 着 し た 蛍 光 ま た は 発 光 タ グ 、 金 属 、
染 料 、 放 射 性 核 種 な ど を 含 む 。 間 接 的 な 標 識 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 当 技 術 分 野 に 周 知 の 種 々 の 酵 素 を 含 む 。 任 意 の 適 切 な 免 疫 ア ッ セ イ
法 、 例 え ば 酵 素 結 合 の 免 疫 ア ッ セ イ （ ELISA） 、 放 射 免 疫 ア ッ セ イ （ RIA） 、 競 合 結 合 ア ッ
セ イ 法 、 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 質 量 分 析 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 お よ び そ の 他 の タ イ プ
の 免 疫 ア ッ セ イ 法 を 利 用 し て も よ い 。 1つ ま た は 複 数 の ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 に 対
す る 抗 体 の 特 異 的 な 免 疫 学 的 結 合 は 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。 検 出 可
能 な 標 識 な ど の 第 2の 分 子 に 付 着 さ れ た 抗 体 は 、 本 明 細 書 に お い て 「 抗 体 抱 合 体 」 と 称 さ
れ る 。 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド の 天 然 の 受 容 体 が 存 在 し 、 こ れ ら の 受 容 体 は 、 ま た 、 結 合
ア ッ セ イ を 提 供 す る 際 に 抗 体 に 類 似 す る 方 法 で 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ま た 、 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 固 定 化 抗 体 の 使 用 も 本 発 明 に よ っ て 想
定 さ れ る 。 抗 体 は 、 磁 気 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ・ マ ト リ ッ ク ス 粒 子 、 ア ッ セ イ 場 所 （
マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル な ど の ） の 表 面 、 固 体 基 板 材 料 ま た は 膜 （ プ ラ ス チ ッ ク 、 ナ イ ロ
ン 、 紙 な ど の ） の 一 部 な ど の 種 々 の 固 体 支 持 体 上 へ 固 定 す る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ 条 片
は 、 固 体 支 持 体 上 の ア レ イ に 抗 体 ま た は 複 数 の 抗 体 を 被 覆 し て 調 製 す る こ と が で き る 。 次
い で 、 こ の 条 片 を 試 験 試 料 に 浸 漬 し 、 次 い で 洗 浄 お よ び 検 出 工 程 を 介 し て 迅 速 に プ ロ セ ス
し 、 測 定 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 ま た は 、 抗 体 は 、 SELDIな ど の 質 量
分 析 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る プ ロ ー ブ を 含 む バ イ オ チ ッ プ 上 へ 固 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド の 解 析 は 、 別 々 に 、 ま た は 1つ の 試 験 試 料 と 同 時 に 行 っ て も よ い 。
別 々 に 、 ま た は 連 続 し た ア ッ セ イ 法 の た め に 適 し た 装 置 に は 、 ElecSys（ Roche） 、 AxSym
（ Abbott） 、 Access（ Beckman） 、 ADVIA（ 登 録 商 標 ） CENTAUR（ 登 録 商 標 ） （ Bayer） 免 疫
ア ッ セ イ 系 、 お よ び NICHOLS ADVANTAGE（ 登 録 商 標 ） （ Nichols Institute） 免 疫 ア ッ セ イ
系 な ど の 臨 床 検 査 ア ナ ラ イ ザ ー を 含 む 。 好 ま し い 装 置 ま た は タ ン パ ク 質 チ ッ プ で 、 単 一 の
表 面 上 で 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 同 時 に ア ッ セ イ す る 。 特 に 有 用 な 物 理 的 形 式 は 、 複 数 の 異
な る 分 析 物 を 検 出 す る た め の 複 数 の 分 離 し た 、 位 置 参 照 可 能 な 位 置 を 有 す る 表 面 を 含 む 。
こ の よ う な 形 式 は 、 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ ア レ イ 、 ま た は 「 タ ン パ ク 質 チ ッ プ 」 （ 例 え ば 、
 Ng and Ilag, J. Cell Mol. Med. 6：  329-340 (2002)を 参 照 さ れ た い ） 、 お よ び 特 定 の
キ ャ ピ ラ リ ー 装 置 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,019,944号 を 参 照 さ れ た い ） 、 お よ び 本 明 細 書
で 定 義 し た よ う な タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ を 含 む 。 こ れ ら の 態 様 に お い て 、 そ れ ぞ れ の 分
離 し た 表 面 の 位 置 は 、 そ れ ぞ れ の 位 置 で の 検 出 に つ い て 1つ ま た は 複 数 の 分 析 物 （ 例 え ば
、 本 発 明 の 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド ） を 固 定 す る た め の 抗 体 を 含 ん で い て も よ い 。
ま た は 、 表 面 は 、 表 面 の 別 々 の 位 置 に 固 定 さ れ た 1つ ま た は 複 数 の 別 々 の 粒 子 を 含 ん で い
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て も よ く （ 例 え ば 、 微 小 粒 子 ま た は ナ ノ 粒 子 ） 、 こ こ で は 、 微 小 粒 子 が 、 検 出 の た め に 1
つ の 分 析 物 （ 例 え ば 、 本 発 明 の 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド ） を 固 定 す る た め の 抗 体 を
含 む 。 ま た は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 PBSII質 量 分 析 計 （ Ciphergen） な ど の 質 量 分 析 計 を 使 用
し て 解 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 複 数 の 試 料 （ 例 え ば 、 連 続 し た 時 点 で ） を 同 じ 個 体 か ら 試 験 す る こ と も 多 い 。 こ の よ う
な 連 続 試 料 の 試 験 は 、 時 間 と と も に ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル の 変 化 を 同 定 す る こ と が で き る 。
ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル の 増 加 ま た は 減 少 、 並 び に こ の よ う な レ ベ ル の 変 化 が な い こ と は 、 事
象 の 開 始 か ら の お お よ そ の 時 間 を 同 定 す る こ と 、 回 収 可 能 な 組 織 の 存 在 お よ び 量 、 薬 物 療
法 の 適 切 性 、 症 状 の 再 灌 流 ま た は 回 復 に よ っ て 示 さ れ る 種 々 の 療 法 の 有 効 性 、 同 様 の 症 状
を 有 す る 疾 患 の 種 々 の タ イ プ の 区 別 、 事 象 の 重 篤 さ の 同 定 、 重 症 度 の 同 定 、 お よ び 将 来 の
事 象 の リ ス ク を 含 む 患 者 の 結 果 の 同 定 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 疾 患 状 態 に 関 す る
有 用 な 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 鑑 別 診 断 に 関 連 し た 関 連 情 報 を 提 供 す る た め に 、 上 で 示 し た ポ リ ペ プ チ ド か ら な り 、 任
意 に 疾 患 の 診 断 、 予 後 、 ま た は 区 別 に 有 用 な そ の 他 の タ ン パ ク 質 マ ー カ ー を 含 む パ ネ ル を
構 築 し て も よ い 。 こ の よ う な パ ネ ル は 、 本 発 明 の 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 1、
2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 15、 20、 も し く は そ れ 以 上 の 、 ま た は 個 々 の 分 析 物 を 検 出
す る た め に 構 築 し て も よ い 。 単 一 の 分 析 物 ま た は 分 析 物 の サ ブ セ ッ ト の 解 析 を 行 っ て 種 々
の 臨 床 設 定 に お け る 臨 床 的 な 感 度 ま た は 特 異 性 を 最 適 化 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 外
来 の 、 緊 急 の 看 護 、 重 要 な 看 護 、 集 中 治 療 、 モ ニ タ リ ン グ ・ ユ ニ ッ ト 、 入 院 患 者 、 外 来 患
者 、 医 師 局 、 メ デ ィ カ ル ク リ ニ ッ ク 、 お よ び 健 康 診 断 の 状 況 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。 さ ら に 、 単 一 の 分 析 物 ま た は 分 析 物 の サ ブ セ ッ ト は 、 臨 床 的 な 感 度 お よ び 特 異 性 を
最 適 化 す る た め に 、 上 述 し た 状 況 の 各 々 の 診 断 の 閾 値 を 調 整 す る こ と と 組 み 合 わ せ て 使 用
す る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ 法 の 臨 床 的 感 度 は 、 ア ッ セ イ 法 が 正 し く 予 測 す る 疾 患 を 有 す
る 者 の 割 合 と し て 定 義 さ れ 、 ア ッ セ イ 法 の 特 異 性 は 、 ア ッ セ イ 法 が 正 し く 予 測 す る 疾 患 を
有 し な い 者 の 割 合 と し て 定 義 さ れ る （ Tietz Textbook of Clinical Chemistry,2n d  editi
on, Carl Burtis and Edward Ashwood eds., W.B. Saunders and Company, p. 496） 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 分 析 物 の 解 析 は 、 同 様 に 種 々 の 物 理 的 形 式 で 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ
タ ー プ レ ー ト ま た は オ ー ト メ ー シ ョ ン の 使 用 を 、 多 数 の 試 験 試 料 の 処 理 を 容 易 に す る た め
に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 時 宜 を 得 た 様 式 で 、 例 え ば 移 動 搬 送 ま た は 救 急 室 の 状
況 に お い て 、 応 急 手 当 お よ び 診 断 を 容 易 に す る た め に 単 一 の 試 料 形 式 を 開 発 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 上 記 論 議 し た と お り 、 試 料 は 、 一 旦 試 料 が 得 ら れ て か ら で さ え も 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ
チ ド ま た は こ れ ら の 断 片 を 分 解 し 続 け る で あ ろ う 。 従 っ て 、 ア ッ セ イ 法 の 前 に 1つ ま た は
複 数 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 試 料 に 添 加 す る こ と が 有 利 で あ ろ う 。 多 数 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻
害 剤 が 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 例 示 的 な 阻 害 剤 は 、 例 え ば http： //www.roche-applied scie
nce.com/fst/products.htm?/prod_inf/manuals/protease/prot_toc.htmに お け る The Comp
lete Guide for Protease Inhibition, Roche Molecular Biochemicals（ 1999年 6月 3日 更
新 ） に 見 い だ さ れ る で あ ろ う （ こ れ は 、 そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 。 種 々 の
メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ お よ び カ ル シ ウ ム 依 存 性 プ ロ テ ア ー ゼ が 、 血 液 由 来 の 試 料 中 に 存 在 す
る こ と が 公 知 で あ る の で 、 EGTAお よ び ／ ま た は EDTAな ど の キ レ ー ト 剤 も プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害
剤 と し て 作 用 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
VII　 質 量 分 析 法 を 使 用 す る ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 断 片 お よ び イ ン タ ラ ク タ ー の 検 出
A.一 般
　 質 量 分 析 法 は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 お よ び タ ン パ ク 質 イ ン タ ラ ク タ ー の 種 々 の 形 態 を 特
異 的 に 検 出 す る 手 段 を 提 供 す る 。 質 量 分 析 で は 、 分 析 物 が 質 量 に よ っ て 分 離 さ れ 、 こ れ ら
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の 質 量 の 特 徴 に 基 づ い て 区 別 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 タ ン パ ク 質 の 断 片 を 全 長 タ ン パ
ク 質 か ら 区 別 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 質 量 は 、 タ ン パ ク 質 の 断 片 の 特 定 の 位 置 を 示 す
こ と も で き る 。 ま た 、 リ ン 酸 化 な ど の タ ン パ ク 質 修 飾 の そ の 他 の 形 態 も 、 同 定 可 能 な 特 異
的 な 質 量 の 特 徴 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 親 和 性 質 量 分 析 の 使 用 は 、 標 的 分 析 物 、 そ の 修 飾 形 態 、 お よ び こ れ ら の タ ン パ ク 質 ま た
は 抗 体 と 相 互 作 用 す る 生 体 分 子 の 全 て を 特 異 的 に 区 別 し 、 か つ 測 定 す る こ と が で き る 免 疫
ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。 親 和 性 質 量 分 析 は 、 分 析 物 を 抗 体 、 別 の 生 物 特 異 的 捕 獲 試 薬 、 ま
た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 吸 着 剤 な ど の 親 和 性 試 薬 に よ っ て 固 体 の 表 面 上 に 捕 獲 し 、 質 量
分 析 に よ っ て 、 例 え ば 表 面 か ら の レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 と そ の 後 の 質 量 分 析 に よ る 検 出
お よ び 区 別 を 介 し て 検 出 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 生 物 マ ー カ ー は 、 質 量 分 析 法 、 気 相 式 の イ オ ン を 検 出
す る た め に 質 量 分 析 計 を 使 用 す る 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ る 。 質 量 分 析 計 の 例 は 、 飛 行 時 間
型 、 磁 気 セ ク タ ー 型 、 四 極 子 フ ィ ル タ ー 型 、 イ オ ン ト ラ ッ プ 型 、 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 共
鳴 型 、 静 電 セ ク タ ー 型 ア ナ ラ イ ザ ー 、 お よ び こ れ ら の 混 成 が あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 さ ら に 好 ま し い 方 法 に お い て 、 質 量 分 析 計 は 、 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 計 で あ
る 。 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 法 で は 、 分 析 物 を 質 量 分 析 プ ロ ー ブ の 表 面 上 に 配 置
し 、 質 量 分 析 計 の プ ロ ー ブ ・ イ ン タ フ ェ ー ス を 係 合 し 、 質 量 分 析 計 内 に イ オ ン 化 お よ び 導
入 す る た め の イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー に 分 析 物 を 提 示 す る よ う に 装 置 を 適 合 す る 。 レ ー ザ ー 脱
離 質 量 分 析 計 は 、 典 型 的 に は 紫 外 レ ー ザ ー か ら の （ し か し 、 赤 外 線 レ ー ザ ー か ら も ） レ ー
ザ ー ・ エ ネ ル ギ ー を 使 用 し て 、 表 面 か ら 分 析 物 を 離 脱 さ せ 、 揮 発 さ せ 、 か つ こ れ ら を イ オ
ン 化 し て 、 こ れ ら が 質 量 分 析 計 の イ オ ン 光 学 を 利 用 で き る よ う に す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 生 体 特 異 的 吸 着 剤 は 、 少 な く と も 10 - 9 M、 10 - 1 0 M、 10 - 1 1 M、 ま た は 10 - 1 2 Mの 親 和 性 で 標
的 分 析 物 に 結 合 す る 分 子 を 含 む 。 生 体 特 異 的 捕 獲 試 薬 は 、 抗 体 、 抗 体 の 結 合 断 片 （ 例 え ば
、 単 鎖 抗 体 、 Fab’ 断 片 、 F（ ab） '2断 片 、 お よ び scFvタ ン パ ク 質 、 お よ び ア フ ィ ボ デ ィ ー
（ affibodies） （ Affibody, Teknikringen 30, floor 6, Box 700 04, Stockholm SE-100
44, Sweden、 米 国 特 許 第 5,831,012号 ） ） 、 並 び に BNPポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 任
意 の そ の 他 の 分 子 を 含 む 。 企 図 さ れ た 使 用 に 応 じ て 、 こ れ ら は 、 も う 一 つ の 生 体 分 子 を 特
異 的 に 結 合 す る 受 容 体 お よ び そ の 他 の タ ン パ ク 質 も 含 ん で い て も よ い 。 SELDIに 基 づ い た
免 疫 ア ッ セ イ で は 、 生 物 マ ー カ ー の た め の 生 物 特 異 的 捕 獲 試 薬 は 、 予 め 活 性 化 さ れ た プ ロ
テ イ ン チ ッ プ ア レ イ な ど の MSプ ロ ー ブ の 表 面 に 付 着 さ れ る 。 次 い で 、 生 物 マ ー カ ー は 、 こ
の 試 薬 を 介 し て バ イ オ チ ッ プ の 上 に 特 異 的 に 捕 獲 さ れ 、 捕 獲 さ れ た 生 物 マ ー カ ー が 質 量 分
析 に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 基 質 に 結 合 し た 生 物 マ ー カ ー は 、 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 装 置 な ど の 気 相 式 の イ オ ン 分 光 計
に お い て 検 出 さ れ る 。 生 物 マ ー カ ー は 、 レ ー ザ ー な ど の イ オ ン 化 源 に よ っ て イ オ ン 化 さ れ
、 生 じ た イ オ ン は 、 イ オ ン 光 学 ア セ ン ブ リ ー （ ion optic assembly） に よ っ て 収 集 さ れ 、
次 い で 、 質 量 ア ナ ラ イ ザ ー に よ り 通 過 す る イ オ ン を 分 散 さ せ て 解 析 す る 。 次 い で 、 検 出 器
が 検 出 さ れ た イ オ ン の 情 報 を 質 量 -電 荷 比 に 変 換 す る 。 生 物 マ ー カ ー の 検 出 は 、 典 型 的 に
は シ グ ナ ル 強 度 の 検 出 を 含 む 。 こ う し て 生 物 マ ー カ ー の 量 お よ び 質 量 を 決 定 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
B.　 SELDI
1.　 試 料 の 調 製
　 本 発 明 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 の た め の 好 ま し い プ ロ ト コ ル は 、 以 下 の 通 り で あ る 。 本 明
細 書 に 使 用 さ れ る 被 験 生 体 試 料 は 、 生 物 の 組 織 ま た は 液 体 の 試 料 で あ り 、 全 血 、 血 漿 、 白
血 球 細 胞 、 脳 脊 髄 液 、 尿 、 精 液 、 膣 分 泌 物 、 リ ン パ 液 、 並 び に 呼 吸 器 、 腸 、 お よ び 尿 生 殖

10

20

30

40

50

(48) JP 2006-527190 A 2006.11.30



器 路 の 種 々 の 外 分 泌 物 、 涙 、 唾 液 、 乳 汁 、 管 洗 浄 液 、 精 漿 、 組 織 生 検 、 固 定 組 織 検 体 、 固
定 細 胞 検 体 、 細 胞 抽 出 物 お よ び 細 胞 培 養 上 清 、 な ら び に こ れ ら の 誘 導 体 、 例 え ば 血 液 ま た
は 血 清 な ど の 血 液 誘 導 体 な ど の ヒ ト お よ び 動 物 の 体 液 を 含 み 、 好 ま し く は 、 SELDI解 析 の
前 に 前 分 画 に 供 さ れ る 。 こ れ に よ り 、 試 料 を 単 純 化 し て 、 感 度 を 改 善 す る 。 前 分 画 の 好 ま
し い 方 法 は 、 Q HyperD（ BioSepra, SA） な ど の 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 物 質 と 試
料 を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 次 い で 、 結 合 し た 物 質 を pH 9、 pH 7、 pH 5、 お よ び pH 4の 緩
衝 液 を 使 用 す る 段 階 的 な pH溶 出 に 供 す る 。 生 物 マ ー カ ー を 含 む 種 々 の 画 分 を 収 集 す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 次 い で 、 試 験 さ れ る （ 好 ま し く は 、 前 分 画 し た ） 試 料 を 、 抗 BNP抗 体 を 含 む 親 和 性 捕 獲
プ ロ ー ブ 、 例 え ば 、 予 め 活 性 化 さ れ た PS10ま た は PS20 プ ロ テ イ ン チ ッ プ ア レ イ （ Cipherg
en Biosystems, Inc.） と 接 触 さ せ る 。 BNPポ リ ペ プ チ ド 、 BNP断 片 、 お よ び ／ ま た は BNPの
生 体 分 子 イ ン タ ラ ク タ ー 、 お よ び 抗 BNP抗 体 を 保 持 す る が 、 未 結 合 分 子 を 洗 浄 す る と 考 え
ら れ る 緩 衝 液 で プ ロ ー ブ を 洗 浄 す る 。 こ れ ら の 分 子 の た め に 適 し た 洗 浄 液 は 、 実 施 例 の も
の と 同 じ 緩 衝 液 で あ る 。 分 析 物 は 、 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 に よ っ て 検 出 さ れ る
。
【 ０ ２ ０ ３ 】
2.　 SELDIデ ー タ 解 析
　 飛 行 時 間 型 の 質 量 分 析 に よ る 分 析 物 の 解 析 に よ り 、 飛 行 時 間 ス ペ ク ト ル を 作 製 す る 。 最
終 的 に 解 析 し た 飛 行 時 間 型 ス ペ ク ト ル は 、 典 型 的 に は 試 料 に 対 す る イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー の
単 一 パ ル ス に よ る シ グ ナ ル を 示 す の で は な く 、 む し ろ 多 く の パ ル ス か ら の シ グ ナ ル の 合 計
を 示 し た 。 こ れ に よ り 、 ノ イ ズ が 減 少 さ れ 、 ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ が 増 大 す る 。 次 い で 、 こ
の 飛 行 時 間 型 の デ ー タ を デ ー タ 処 理 に 供 す る 。 Ciphergenの Protein Chip（ 登 録 商 標 ） ソ
フ ト ウ ェ ア で は 、 典 型 的 に TOFか ら M/Zへ 変 換 し て 質 量 ス ペ ク ト ル を 作 製 す る こ と 、 計 測 器
の 片 寄 り を 除 去 す る た め の ベ ー ス ラ イ ン 減 算 、 お よ び 高 周 波 ノ イ ズ を 減 少 さ せ る た め の 高
周 波 ノ イ ズ フ ィ ル タ リ ン グ を デ ー タ 処 理 に 含 む 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 生 物 マ ー カ ー の 脱 離 お よ び 検 出 に よ っ て 作 製 さ れ る デ ー タ は 、 プ ロ グ ラ ム 可 能 な デ ジ タ
ル コ ン ピ ュ ー タ を 用 い て 解 析 す る こ と が で き る 。 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム が デ ー タ を 解 析
し て 、 検 出 さ れ る 生 物 マ ー カ ー の 数 、 任 意 に シ グ ナ ル の 強 度 お よ び 検 出 し た そ れ ぞ れ の 生
物 マ ー カ ー に つ い て 決 定 さ れ た 分 子 量 を 示 す 。 デ ー タ 解 析 に は 、 生 物 マ ー カ ー の シ グ ナ ル
強 度 を 決 定 す る 工 程 お よ び 予 め 定 め ら れ た 統 計 的 分 布 か ら 逸 脱 す る デ ー タ を 除 去 す る 工 程
を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 観 察 さ れ た ピ ー ク は 、 い く つ か の 参 照 を 基 準 と し て そ れ ぞ
れ の ピ ー ク の 高 さ を 算 出 す る こ と に よ っ て 正 常 化 す る こ と が で き る 。 参 照 は 、 ス ケ ー ル が
ゼ ロ に セ ッ ト さ れ て い る 計 測 器 お よ び エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 な ど の 化 学 物 質 に よ っ て 発 生 す
る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ・ ノ イ ズ で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ は 、 生 じ る デ ー タ を 表 示 用 の 種 々 の 形 式 に 変 換 す る こ と が で き る 。 標 準 ス
ペ ク ト ル を 示 す こ と も で き る が 、 一 つ の 有 用 な 形 式 で は 、 ピ ー ク の 高 さ お よ び 質 量 情 報 だ
け が 、 ス ペ ク ト ル 図 か ら 保 持 さ れ 、 よ り き れ い な イ メ ー ジ が 得 ら れ 、 ほ と ん ど 同 一 の 分 子
量 を 有 す る 生 物 マ ー カ ー を よ り 容 易 に 見 る こ と が で き る 。 も う 一 つ の 有 用 な 形 式 に お い て
、 二 つ 以 上 の ス ペ ク ト ル を 比 較 し て 、 固 有 の 生 物 マ ー カ ー と 、 試 料 間 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー
ト ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 生 物 マ ー カ ー と を 都 合 よ く 強 調 す る 。 任 意 の こ れ ら の
形 式 を 使 用 す る と 、 特 定 の 生 物 マ ー カ ー が 試 料 に 存 在 す る か ど う か を 容 易 に 決 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 解 析 は 、 一 般 に 分 析 物 か ら の シ グ ナ ル を 表 す ス ペ ク ト ル の ピ ー ク を 同 定 す る こ と を 含 む
。 ピ ー ク の 選 択 は 、 視 覚 的 に 行 う こ と が で き る が 、 ピ ー ク の 検 出 を 自 動 化 す る こ と が で き
る Ciphergenの Protein Chip（ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ウ ェ ア ・ パ ッ ケ ー ジ の 一 部 の よ う な ソ フ
ト ウ ェ ア を 利 用 す る こ と も で き る 。 一 般 に 、 こ の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 選 択 さ れ た 閾 値 以 上 の
シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 を 有 す る シ グ ナ ル を 同 定 す る こ と 、 お よ び ピ ー ク ・ シ グ ナ ル の 質 量 中
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心 に お け る ピ ー ク の 質 量 を 標 識 す る こ と に よ っ て 機 能 す る 。 一 つ の 有 用 な 適 用 に お い て 、
多 く の ス ペ ク ト ル を 比 較 し て 、 質 量 ス ペ ク ト ル の う ち の い く ら か の 選 択 さ れ た 割 合 で 存 在
す る 同 一 の ピ ー ク を 同 定 す る 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア の 一 つ の バ ー ジ ョ ン で は 、 定 義 さ れ た 質
量 範 囲 内 の 種 々 の ス ペ ク ト ル に 表 れ る 全 て の ピ ー ク を ク ラ ス タ ー 化 し 、 質 量 （ M/Z） ク ラ
ス タ ー 中 央 に 近 い 全 て の ピ ー ク に 質 量 （ M/Z） を 割 り 当 て る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 デ ー タ を 解 析 す る た め に 使 用 す る ソ フ ト ウ ェ ア は 、 シ グ ナ ル が 本 発 明 に 従 っ た 生 物 マ ー
カ ー に 対 応 す る シ グ ナ ル に ピ ー ク を 表 す ど う か を 決 定 す る た め の シ グ ナ ル の 解 析 の た め の
ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 す る コ ー ド を 含 む こ と が で き る 。 ま た 、 ソ フ ト ウ ェ ア で は 、 観 察 さ れ
た 生 物 マ ー カ ー の ピ ー ク に 関 す る デ ー タ を 分 類 ツ リ ー ま た は ANN解 析 に 供 し て 、 生 物 マ ー
カ ー の ピ ー ク ま た は 生 物 マ ー カ ー の ピ ー ク の 組 み 合 わ せ が 存 在 す る か ど う か （ こ れ は 、 調
査 下 の 特 定 の 臨 床 パ ラ メ ー タ ー の 状 態 を 示 す ） に つ い て 決 定 す る こ と が で き る 。 デ ー タ の
解 析 は 、 試 料 の 質 量 分 光 分 析 か ら 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 得 ら れ る 種 々 の パ ラ メ ー タ ー に 「
合 わ せ （ keyed） 」 て も よ い 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー は 、 1つ も し く は 複 数 の ピ ー ク の 有 無
、 ピ ー ク ま た は ピ ー ク の 群 の 形 状 、 1つ も し く は 複 数 の ピ ー ク の 高 さ 、 1つ も し く は 複 数 の
ピ ー ク の 高 さ の 対 数 、 お よ び ピ ー ク の 高 さ の デ ー タ の そ の 他 の 算 術 的 操 作 を 含 む が 、 限 定
さ れ な い 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
VIII 学 習 セ ッ ト を 使 用 す る 臨 床 パ ラ メ ー タ ー に 相 関 し た BNP形 態 の パ タ ー ン の 発 見
　 単 一 の 標 的 分 析 物 が 、 疾 患 の 有 無 な ど の 臨 床 パ ラ メ ー タ ー に 相 関 す る と し て 伝 統 的 に 使
用 さ れ て き た が 、 科 学 者 お よ び 医 師 は 、 複 数 の マ ー カ ー （ makers） を 使 用 す る こ と に 興 味
を 増 大 さ せ て き て い る 。 こ の 手 法 は 、 臨 床 試 料 中 の 多 く の 異 な る 分 子 の 差 次 的 な 検 出 が で
き る 遺 伝 子 ア レ イ お よ び 親 和 性 質 量 分 析 な ど の 新 た な 技 術 の 結 果 と し て 可 能 に な っ た 。 臨
床 パ ラ メ ー タ ー と 相 関 し 得 る 分 子 パ タ ー ン の 発 見 に は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 な ど の 複 数 の
分 子 の 測 定 値 の 多 変 量 解 析 を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 BNP、 BNP断 片 、 例 え ば BNP79～ 108、 BNP7
7～ 106、 BNP39～ 86、 BNP53～ 85、 BNP66～ 98、 BNP30～ 106、 BNP11～ 107、 BNP9～ 106、 BNP6
9～ 100、 BNP76～ 107、 BNP69～ 108、 BNP80～ 108、 BNP81～ 108、 BNP83～ 108、 BNP30～ 103、
BNP3～ 108、 お よ び BNP79～ 106、 ま た は こ れ ら と 相 互 作 用 す る 生 体 分 子 を 含 む タ ン パ ク 質
の パ タ ー ン を 発 見 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 パ タ ー ン が 、 関 心 対 象 の 臨 床 パ ラ メ ー タ ー と
相 関 し て い る 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 上 述 し た 分 子 の 測 定 を 含 む デ ー タ の 学 習 セ ッ ト
で 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム を 訓 練 す る 工 程 と 、 臨 床 パ ラ メ ー タ ー に よ っ て 表 さ れ る 分 類 に 未 知 試
料 を 分 類 す る こ と が で き る 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム を 作 製 す る 工 程 と を 含 む 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 本 方 法 は 、 最 初 に 、 デ ー タ の 学 習 セ ッ ト を 提 供 す る 工 程 を 含 む 。 学 習 セ ッ ト は 、 デ ー タ
オ ブ ジ ェ ク ト を 含 む 。 そ れ ぞ れ の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト は 、 臨 床 デ ー タ が 発 生 し た 被 験 者 を
表 す 。 デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト に 含 ま れ る 臨 床 デ ー タ は 、 BNP、 BNPの 修 飾 型 、 お よ び BNPの 生
体 分 子 イ ン タ ラ ク タ ー 、 な ら び に こ れ ら を 有 す る 抗 BNP抗 体 の 特 異 的 な 測 定 を 含 む 。 そ れ
ぞ れ の 被 験 者 は 、 少 な く と も 2つ の 異 な る 臨 床 パ ラ メ ー タ ー ・ ク ラ ス の う ち の 1つ に 分 類 さ
れ る 。 例 え ば 、 臨 床 パ ラ メ ー タ ー は 、 疾 患 の 有 無 、 疾 患 の リ ス ク 、 疾 患 段 階 、 疾 患 治 療 に
対 す る 反 応 、 ま た は 疾 患 の ク ラ ス を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 学 習 セ ッ ト は 、 例 え ば 、 そ れ ぞ れ の 列 が 試 料 を 表 す デ ー タ オ ブ
ジ ェ ク ト で あ る 表 の 形 態 で あ る 。 列 に は 、 被 験 者 を 同 定 す る 情 報 、 測 定 し た 各 々 の 分 子 の
特 異 的 な 測 定 値 を 提 供 し 、 お よ び 任 意 に 被 験 者 と 関 係 す る 臨 床 パ ラ メ ー タ ー を 同 定 す る デ
ー タ を 含 む 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 次 い で 、 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム を 訓 練 す る た め に 学 習 セ ッ ト を 使 用 す る 。 分 類 モ デ ル は 、 デ
ー タ に 存 在 す る 客 観 的 な パ ラ メ ー タ ー に 基 づ い て 、 デ ー タ 本 体 を 分 類 に 分 け る こ と を 試 み
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る 任 意 の 適 切 な 統 計 分 類 （ ま た は 「 学 習 」 ） 法 を 使 用 し て 形 成 す る こ と が で き る 。 分 類 法
は 、 教 師 付 き ま た は 教 師 無 し で よ い 。 教 師 付 き 分 類 お よ び 教 師 無 し 分 類 の 例 は 、 Jain, 「
Statistical Pattern Recognition：  A Review」 , IEEE Transactions on Pattern Analy
sis and Machine Intelligence, Vol. 22, No. 1, January 2000に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 教 師 付 き 分 類 法 で は 、 そ れ ぞ れ の デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト に は 、 被 験 者 が 属 す る 臨 床 パ ラ メ
ー タ ー の 分 類 を 示 す デ ー タ を 含 む 。 分 類 し た 分 類 プ ロ セ ス の 例 は 、 直 線 回 帰 プ ロ セ ス （ 例
え ば 、 複 数 の 直 線 回 帰 （ MLR） 、 部 分 的 最 小 二 乗 法 （ PLS） 回 帰 、 お よ び 主 成 分 回 帰 （ PCR
） ） 、 二 分 決 定 木 （ 例 え ば 、 CART（ 分 類 法 お よ び 回 帰 ツ リ ー ） な ど の 再 帰 分 割 法 ） 、 逆 行
性 伝 播 ネ ッ ト ワ ー ク な ど の 人 工 神 経 回 路 網 、 判 別 分 析 （ 例 え ば 、 ベ イ ズ 分 類 子 ま た は フ ィ
ッ シ ャ ー 解 析 ） 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 分 類 子 、 お よ び サ ポ ー ト ベ ク タ ー 分 類 子 （ サ ポ ー ト ベ ク
タ ー 機 械 ） を 含 む 。 好 ま し い 教 師 付 き 分 類 法 は 、 再 帰 分 割 法 で あ る 。 再 帰 分 割 法 で は 、 未
知 試 料 に 由 来 す る ス ペ ク ト ル を 分 類 す る た め に 再 帰 分 割 ツ リ ー を 使 用 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 そ の 他 の 態 様 に お い て 、 作 製 さ れ る 分 類 モ デ ル は 、 教 師 無 し 学 習 法 を 使 用 し て 形 成 す る
こ と が で き る 。 教 師 無 し 分 類 法 で は 、 ト レ ー ニ ン グ デ ー タ セ ッ ト の 類 似 性 に 基 づ い て 分 類
を 学 習 す る こ と を 試 み る 。 こ の 場 合 、 被 験 者 が 属 す る 分 類 を 表 す デ ー タ は 、 そ の 被 験 者 を
表 す デ ー タ オ ブ ジ ェ ク ト に 含 ま れ な い か 、 ま た は こ の よ う な デ ー タ は 、 解 析 に 使 用 さ れ な
い 。 教 師 無 し 学 習 法 は 、 ク ラ ス タ ー 分 析 を 含 む 。 ク ラ ス タ ー 化 技 術 は 、 マ ッ キ ー ン （ MacQ
ueen） の K平 均 ア ル ゴ リ ズ ム お よ び コ ホ ネ ン （ Kohonen） の 自 己 編 成 マ ッ プ ア ル ゴ リ ズ ム を
含 む 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 生 物 情 報 を 分 類 す る 際 に 使 用 さ れ る 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 例 え ば 、 PCT国 際 公 開 公 報 第 0
1/31580号 （ Barnhill et al., 「 Methods and devices for identifying patterns in bi
ological systems and methods of use thereof」 ） 、 米 国 特 許 出 願 第 2002 0193950 A1号
（ Gavin et al., 「 Method or analyzing mass spectra」 ） 、 米 国 特 許 出 願 第 2003 00044
02 A1号 （ Hitt et al., 「 Process for discriminating between biological states bas
ed on hidden patterns from biological data」 ） 、 お よ び 米 国 特 許 出 願 第 2003 0055615
 A1号 （ Zhang and Zhang,「 Systems and methods for processing biological expressio
n data」 ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 従 っ て 、 訓 練 さ れ た 、 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム で は 、 試 料 を 分 類 群 の う ち の 1つ に 分 類 す る 分
類 モ デ ル を 生 じ る と 考 え ら れ る 。 分 類 モ デ ル に は 、 通 常 学 習 セ ッ ト に 含 ま れ る 全 て の マ ー
カ ー の サ ブ セ ッ ト が 含 ま れ る 。 分 類 モ デ ル は 、 群 の う ち の 1つ に 未 知 試 料 を 分 類 す る た め
に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ７ 】

　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 例 示 す る た め に 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 い か な る 意
味 に お い て も 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ２ １ ８ 】
実 施 例 1： 血 液 サ ン プ リ ン グ
　 血 液 は 、 好 ま し く は 20ゲ ー ジ の 多 試 料 針 お よ び 空 の 管 を 使 用 し て 静 脈 穿 刺 に よ っ て 収 集
し 、 少 量 の た め に は 、 指 先 穿 刺 、 足 の 裏 の 表 面 の 穿 刺 、 耳 た ぶ 穿 刺 、 そ の 他 で 十 分 で あ ろ
う 。 全 血 液 採 取 の 場 合 、 血 液 検 体 が 、 訓 練 さ れ た 研 究 員 に よ っ て EDTAを 含 む 血 液 収 集 管 に
収 集 さ れ る 。 血 清 収 集 の 場 合 、 血 液 検 体 が 訓 練 さ れ た 研 究 員 に よ っ て ト ロ ン ビ ン を 含 む 血
液 収 集 管 に 収 集 さ れ る 。 血 液 は 、 5～ 10分 間 血 餅 を 生 じ さ せ 、 血 清 を 遠 心 分 離 に よ っ て 不
溶 性 物 質 か ら 分 離 す る 。 血 漿 収 集 の 場 合 、 血 液 検 体 が 訓 練 さ れ た 研 究 員 に よ っ て ク エ ン 酸
を 含 む 血 液 収 集 管 に 収 集 さ れ ≧ 12分 間 遠 心 し た 。 試 料 は 、 使 用 ま で 4℃ で 維 持 す る か 、 ま
た は -20℃ 以 下 で 凍 結 す る 。 全 血 は 、 好 ま し く は 凍 結 し な い 。
【 ０ ２ １ ９ 】
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実 施 例 2： 生 化 学 的 解 析
　 BNPは 、 標 準 的 な 免 疫 ア ッ セ イ 技 術 を 使 用 し て 測 定 さ れ る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 タ ン パ ク
質 標 的 を 特 異 的 に 結 合 す る た め の 抗 体 の 使 用 を 含 む 。 BNPに 対 す る 抗 体 を N-ヒ ド ロ キ シ ス
ク シ ン イ ミ ド ビ オ チ ン （ NHSビ オ チ ン ） を 用 い て 1抗 体 当 た り 約 5つ の NHS-ビ オ チ ン 成 分 の
割 合 で ビ オ チ ン 化 し た 。 次 い で 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 を 標 準 ア ビ ジ ン 384ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ
タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 添 加 し 、 プ レ ー ト に 結 合 し て い な い ビ オ チ ン 化 抗 体 を 除 去 し た 。
こ れ に よ り 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 抗 BNP固 相 を 形 成 し た 。 他 の 抗 BNP抗 体 は 、 標 準
的 な 手 法 を 使 用 し て SMCCお よ び SPDP（ Pierce, Rockford, IL） を 用 い て ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ に 結 合 さ せ た 。 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 TECAN Genesis RSP 200/8ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン
で 行 っ た 。 試 験 試 料 （ 10μ L） を ピ ペ ッ ト で マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 添 加 し
、 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 試 料 を 除 去 し 、 ウ ェ ル を 150mMの NaCl、 0.1%の ア
ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 0.02%の Tween-20を 含 有 す る 20mMホ ウ 酸 緩 衝 液 （ pH7.42） で 洗 浄
し た 。 次 い で 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 抗 体 抱 合 体 を ウ ェ ル に 添 加 し て 、 さ ら に 60分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 抗 体 抱 合 体 を 除 去 し て ウ ェ ル を 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 。 基 質 （
AttoPhos（ 登 録 商 標 ） , Promega, Madison, WI） を ウ ェ ル に 添 加 し て 、 蛍 光 産 物 の 形 成 速
度 を 試 験 試 料 中 の BNPの 濃 度 と 関 連 づ け た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
実 施 例 3： ス パ イ ク し た 試 験 試 料 に お け る BNPペ プ チ ド の 同 定
　 精 製 し た BNP（ BNP1～ 108ま た は BNP77～ 108の い ず れ か ） を ヒ ト の 血 液 、 血 清 、 お よ び 血
漿 試 験 試 料 に 添 加 し て 、 22℃ で 5分 か ら 24時 間 の 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン の 後 、 試 料 を 以 下 の 解 析 に 供 し て 試 料 中 に 存 在 す る BNP由 来 ペ プ チ ド を 同 定 す る
。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 試 験 試 料 は 、 抗 BNP抗 体 （ マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は 組 換 え ヒ ト 抗 体 ） で 被 覆 し た
、 チ ッ プ を 基 に し た プ ラ ッ ト フ ォ ー ム （ Ciphergen Biosystems ProteinChip（ 登 録 商 標 ）
） を 使 用 し て 解 析 し た 。 表 面 を 調 製 す る た め に 、 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus） 種 に 由 来
す る プ ロ テ イ ン Aも し く は プ ロ テ イ ン Gま た は ヘ モ フ ィ ル ス （ Haemophilus） 種 に 由 来 す る
プ ロ テ イ ン Dを 、 室 温 で 湿 っ た チ ャ ン バ ー 内 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て
PS2プ ロ テ イ ン チ ッ プ （ 登 録 商 標 ） 表 面 上 の エ ポ キ シ ド に 固 定 す る 。 残 り の エ ポ キ シ ド 部
位 を 0.5Mの エ タ ノ ー ル ア ミ ン の リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ PBS） pH 8.0溶 液 に よ っ て 15分 間 ブ ロ
ッ ク し 、 次 い で 、 プ ロ テ イ ン チ ッ プ （ 登 録 商 標 ） を 0.5%の Triton X-100を 含 む PBS溶 液 で 1
回 、 お よ び PBS溶 液 で 3回 そ れ ぞ れ 15分 間 洗 浄 す る 。 プ ロ テ イ ン チ ッ プ （ 登 録 商 標 ） を 風 乾
さ せ る 。 約 2μ Lの そ れ ぞ れ の 所 望 の 抗 体 を 2～ 3mg／ mLで 個 々 の ア レ イ 位 置 に 適 用 す る 。 チ
ッ プ を 1～ 10時 間 の 湿 っ た 環 境 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ ロ テ イ ン チ ッ プ （ 登 録 商 標 ） を 0
.5%の Triton X-100を 含 む PBS溶 液 で 1回 、 お よ び PBS溶 液 で 3回 そ れ ぞ れ 15分 間 洗 浄 し 、 乾
燥 さ せ て 、 使 用 準 備 が 整 う 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 ア レ イ 位 置 に は 、 室 温 の 湿 っ た 環 境 中 で 10分 か ら 24時 間 試 料 に 曝 露 す る 。 結 合 し て い な
い 物 質 を 所 望 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー レ ベ ル を 提 供 す る よ う に 選 択 し た 1つ ま た は 複 数 の 適
切 な 緩 衝 液 で 洗 浄 す る こ と よ っ て 除 去 す る （ す な わ ち 、 非 特 異 性 の バ ッ ク グ ラ ン ド 結 合 な
ど の よ り 低 い 親 和 性 で 結 合 し た 物 質 の 除 去 ） 。 適 切 な 緩 衝 液 は 、 PBS； 0.05%v/v Tween 20
を 含 む PBS； 0.1～ 3M尿 素 を 含 む PBS； 150mMの NaCl、 0.1%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 0.02%
の Tween-20を 含 有 す る 20 mMホ ウ 酸 塩 （ pH 7.42） ； 並 び に 0.1Mの 尿 素 、 50mM CHAPS、 150m
Mの KCl、 pH 7～ 8を 含 む 。 こ の リ ス ト は 、 限 定 す る こ と は 企 図 せ ず 、 さ ら な る 緩 衝 液 が 当
業 者 に よ り 容 易 に 選 択 さ れ 、 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 質 量 分 析 に よ っ て 抗 BNP抗 体 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド の 同 一 性 を 決 定 す る た め に は 、 SEL
DI-TOF-MSが 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,719,060号 ； 第 5,894,063号 ； 第 6,020,208
号 ； 第 6,027,942号 ； お よ び 第 6,124,137号 を 参 照 さ れ た い （ そ れ ぞ れ 、 全 て の 表 、 図 、 お
よ び 請 求 の 範 囲 を 含 む そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 。 表 面 を 乾 燥 さ せ た 後 、 マ
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ト リ ッ ク ス 溶 液 （ 例 え ば 、 シ ナ ピ ン 酸 ） を 適 用 す る 。 そ の 後 そ れ ぞ れ の ア レ イ 位 置 に 、 レ
ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 源 で 信 号 を 送 り （ interrogate） 、 SELDI-TOFに よ っ て 発 生 し た イ オ
ン を 解 析 す る 。 観 察 さ れ た m/zを 予 測 さ れ る 分 子 量 と 照 合 す る こ と に よ っ て ペ プ チ ド IDを
得 る 。 さ ら な る 分 解 能 は 、 米 国 特 許 出 願 2002/0182649号 （ 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ
ら れ る ） に 開 示 さ れ る MS/MS方 法 を 使 用 し て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 以 下 の BNP断 片 が 、 ス パ イ ク し た 血 漿 試 料 に お い て 同 定 さ れ た ： BNP77～ 106； BNP79～ 10
6； BNP79～ 108； BNP77～ 108； BNP69～ 100； BNP76～ 107； BNP39～ 86； BNP53～ 85； BNP66～
98； BNP30～ 103； BNP11～ 107； お よ び BNP9～ 106。 加 え て 、 メ チ オ ニ ン の 酸 化 は 、 所 与 の
断 片 の 予 測 さ れ る 分 子 量 か ら の 15～ 16ダ ル ト ン の 増 加 と し て 観 察 さ れ た 。 1ま た は 2の メ チ
オ ニ ン の 有 意 な 酸 化 が 、 メ チ オ ニ ン 残 基 を 含 む こ れ ら の 断 片 で 観 察 さ れ た 。 そ の う え 、 観
察 さ れ た 断 片 の ピ ー ク 下 の 領 域 の 合 計 に よ っ て 得 ら れ る 「 総 BNP」 の 測 定 値 は 、 使 用 し た
抗 体 に よ っ て 添 加 し た 全 て の BNPが 検 出 さ れ た わ け で は な い こ と を 示 し た 。 こ れ に よ り 、 B
NP断 片 が こ れ ら の 試 料 中 に 存 在 す る と い う 結 論 が 導 き 出 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
実 施 例 4： 患 者 の 試 験 試 料 中 の BNPペ プ チ ド の 同 定
　 胸 痛 の 臨 床 評 価 の た め に 提 示 さ れ て い る 7人 の ヒ ト 患 者 か ら 得 ら れ た 血 漿 、 血 清 、 ま た
は 血 液 試 料 を 、 実 施 例 3に 記 載 さ れ て い る も の と 同 じ 解 析 に 供 す る 。 最 初 の 患 者 の ス ク リ
ー ニ ン グ は 、 訓 練 さ れ た 医 療 関 係 者 に よ っ て 行 わ れ 、 臨 床 診 断 は 、 従 来 の 医 学 的 手 段 に よ
っ て 得 ら れ る 。 血 漿 試 料 は 、 臨 床 所 見 に お い て そ れ ぞ れ の 患 者 か ら 得 ら れ 、 「 見 か け の BN
P」 濃 度 は 、 標 準 と し て 精 製 さ れ た BNPを 使 用 し て 免 疫 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 10人 の 患 者 に 関 す る 結 果 の 概 要 か ら 、 以 下 の 表 が 提 供 さ れ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 以 下 の BNP断 片 は 、 種 々 の 試 料 か ら の 血 漿 試 料 中 で 同 定 さ れ た ： BNP3～ 108； BNP77～ 108
； BNP79～ 108； BNP80～ 108； BNP81～ 108； お よ び BNP83～ 108。 BNP配 列 に ま だ 関 連 さ れ て
い な か っ た さ ら な る ピ ー ク が 以 下 の 分 子 量 に み ら れ る ： 約 2576； 約 2676； 約 2792； 約 3154
； 約 3370（ 図 7Aお よ び Bを 参 照 さ れ た い ） 。 ま た 、 さ ら な る 未 確 認 の ポ リ ペ プ チ ド も 抗 体
に よ っ て 捕 獲 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 加 え て 、 四 量 体 の BNP77～ 108の 分 子 量 に 対 応 す る 断 片 も 、 あ る 試 料 に お い て 観 察 さ れ た
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（ m/z約 12,900） 。 特 定 の 機 構 に 拘 束 さ れ た く な い が 、 チ オ ー ル -ジ ス ル フ ィ ド 相 互 交 換 が
、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ を 含 む タ ン パ ク 質 で 報 告 さ れ た 。 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 は
、 遊 離 チ オ ー ル に よ る ジ ス ル フ ィ ド の 硫 黄 原 子 に 対 す る 求 核 攻 撃 か ら 始 ま る 。 BNP77～ 108
は 、 通 常 分 子 内 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 に 関 与 す る シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む の で 、 高 濃 度 の
成 熟 BNPの 形 成 に よ り 、 還 元 型 お よ び 酸 化 型 BNP型 の 相 互 作 用 に よ っ て 多 量 体 の 形 成 を 生 じ
得 る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 加 え て 、 BNP断 片 の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 診 断 依 存 的 な こ と が 観 察 さ れ た 。 例 え ば 、 患 者 2
1231は 、 高 レ ベ ル の 観 察 可 能 な BNP3～ 108お よ び 中 間 の 「 見 か け の BNP」 濃 度 を 示 し 、 そ の
一 方 で 、 患 者 9240は 、 非 常 に 高 い 「 見 か け の BNP」 濃 度 に も か か わ ら ず 、 わ ず か な BNP3～ 1
08を 示 し た 。 従 っ て BNP3～ 108は 、 単 独 で 、 ま た は 抗 体 に よ っ て 結 合 さ れ る 多 く の さ ら な
る 断 片 を 反 映 す る BNP濃 度 と 共 に 、 鬱 血 性 心 不 全 か ら 不 安 定 な 狭 心 症 ま た は 心 筋 梗 塞 を 区
別 す る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
実 施 例 5
　 抗 BNP-106.3（ モ ノ ク ロ ー ナ ル ） 、 抗 BNP-.5（ オ ム ニ ク ロ ー ン ） 抗 体 は 、 Biositeに よ っ
て 供 給 さ れ た 。 抗 体 は 、 0.1Mの 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 0.05%の TritonX100 pH 9で 0.5mg/ml
の 終 濃 度 に 希 釈 し た 。 3μ lの ア リ コ ー ト を Reactive Surface（ RS） プ ロ テ イ ン チ ッ プ （ 登
録 商 標 ） ア レ イ （ Ciphergen） の ス ポ ッ ト あ た り に 添 加 し た 。 4℃ で 16時 間 カ ッ プ リ ン グ を
進 行 さ せ た 。 チ ッ プ を 1M Tris HCl pH 8、 次 い で 、 BSA（ 1mg/ml） を 含 む 0.5M TrisHCl、 0
.1% TritonX100 pH 8に よ っ て ブ ロ ッ ク し た 。 過 剰 な 抗 体 を 1% TritonX100 PBSで 、 続 い て
10% PEG、 0.1% TritonX100 PBSで 、 最 後 に 0.1% TritonX100 PBSで 洗 い 流 し た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 精 製 し た BNP（ Biosite） を プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク テ ル （ Roche） 存 在 下 ／ 非 存 在 下 に
お い て 50%の ヒ ト 血 清 （ Intergen） 、 ま た は 50%の ヒ ト EDTA血 漿 （ Biosite） に 希 釈 し た 。
そ れ ぞ れ の BNP標 準 の 100μ lの 一 定 分 量 を バ イ オ プ ロ セ ッ サ （ Ciphergen） に お い て RSプ ロ
テ イ ン チ ッ プ （ 登 録 商 標 ） ア レ イ 上 に 固 定 さ れ た 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 血 漿 （
Biosite） 中 の BNPキ ャ リ ブ レ ー タ ー を 1： 1に 希 釈 し 、 150μ lの ア リ コ ー ト を 、 別 々 に RSプ
ロ テ イ ン チ ッ プ （ 登 録 商 標 ） ア レ イ 上 の 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 患 者 の EDTA血 漿
試 料 を 1： 1に 希 釈 し 、 150μ lの 一 定 分 量 を 、 別 々 に RSプ ロ テ イ ン チ ッ プ （ 登 録 商 標 ） ア レ
イ 上 の 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 振 盪 し な が ら 4℃ で 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後
、 ア レ イ を 125μ lの 1M尿 素 、 0.1% CHAPS、 50mM TrisHCl pH 7.5で 2回 洗 浄 し た 。 水 で す す
ぎ 、 風 乾 し た 後 、 ス ポ ッ ト あ た り 2μ lの シ ナ ピ ン 酸 ま た は シ ア ノ ヒ ド ロ キ シ ケ イ 皮 酸 を 添
加 し た 。 保 持 さ れ た タ ン パ ク 質 を PBSII質 量 分 析 計 （ Ciphergen） に よ っ て 検 出 し た 。 （ 図
2Aお よ び Bを 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 当 業 者 が 本 発 明 を 作 製 し 使 用 す る こ と が で き る よ う に 十 分 に 詳 細 に 説 明 し 、
か つ 例 示 し て あ る が 、 本 発 明 の 趣 旨 お よ び 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 種 々 の 変 更 、 改 変 、 お
よ び 改 良 が 明 ら か で あ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 が そ の 目 的 を 実 施 し 、 記 載 さ れ る 結 果 お よ び 利 点 、 並 び に 本 明
細 書 に 固 有 の も の を 得 る の に よ く 適 合 し て い る こ と を 容 易 に 理 解 す る で あ ろ う 。 本 明 細 書
に 記 載 さ れ る 実 施 例 は 、 好 ま し い 態 様 の 代 表 的 な も の で あ り 、 例 示 的 な も の で あ っ て 、 本
発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 企 図 す る も の で は な い 。 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 の 変 更 お よ
び 他 の 用 途 を 見 い だ す で あ ろ う 。 こ れ ら の 変 更 は 、 本 発 明 の 趣 旨 の 範 囲 内 に 含 ま れ て お り
、 特 許 請 求 の 範 囲 に よ り 定 義 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 の 範 囲 お よ び 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ
る 本 発 明 に 対 し て 種 々 の 置 換 お よ び 変 更 を 行 う こ と が 可 能 で あ る こ と を 容 易 に 理 解 す る で
あ ろ う 。
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【 ０ ２ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 言 及 さ れ る す べ て の 特 許 お よ び 刊 行 物 は 、 本 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 の
技 術 者 の レ ベ ル を 示 す 。 す べ て の 特 許 お よ び 刊 行 物 は 、 そ れ ぞ れ の 個 々 の 刊 行 物 が 特 異 的
か つ 個 別 に 本 明 細 書 の 一 部 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る よ う に 示 さ れ て い る の と 同
じ 程 度 に 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に 例 証 的 に 記 載 さ れ た 発 明 は 、 本 明 細 書 に 特 別 に 開 示 さ れ て い な い 任 意 の 要 素
、 限 定 も な く 、 適 切 に 実 施 さ れ る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 本 明 細 書 の 各 々 の 事 例
に お い て 、 「 含 む 」 、 「 本 質 的 に ～ か ら な る 」 お よ び 「 ～ か ら な る 」 の い ず れ の 用 語 も 、
他 の 2つ の い ず れ の 用 語 に も 置 き 換 え る こ と が で き る 。 使 用 さ れ た 用 語 お よ び 表 現 は 、 記
述 の 用 語 と し て 用 い ら れ 、 限 定 す る も の で は な く 、 こ の よ う な 用 語 お よ び 表 現 の 使 用 に お
い て 、 示 さ れ 、 記 載 さ れ た 特 徴 、 ま た は そ の 部 分 の い ず れ の 均 等 物 を も 排 除 す る こ と は 企
図 さ れ な い が 、 種 々 の 修 正 が こ の 主 張 し た 発 明 の 範 囲 に 入 る こ と が 可 能 で あ る こ と が 認 識
さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 好 ま し い 態 様 お よ び 任 意 の 特 徴 に よ り 特 に 記 載 さ れ て い
る が 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 概 念 の 修 正 お よ び 変 形 が 当 業 者 に よ っ て 使 用 さ れ 、 こ の よ う
な 修 正 お よ び 変 形 が 添 付 の 請 求 の 範 囲 に よ り 定 義 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 内 に 入 る と 見 な さ れ
る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 他 の 態 様 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 に よ り 明 ら か に さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ８ 】
【 図 １ 】 B型 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （ BNP） 前 駆 体 お よ び こ れ ら の 断 片 の 予 想 ア ミ ノ 酸 配
列 を 示 す 。 断 片 Arg77～ His108（ 「 77～ 108」 と し て 図 上 に 示 し た ） は 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 に
よ っ て 検 出 す る た め に 調 査 し た 1つ の ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る 。
【 図 ２ 】 BNP免 疫 ア ッ セ イ キ ャ リ ブ レ ー タ ー 溶 液 中 の タ ン パ ク 質 の 質 量 ス ペ ク ト ル を 示 す
。 BNP免 疫 ア ッ セ イ 法 の た め に 使 用 し た キ ャ リ ブ レ ー タ ー の SELDI解 析 で は 、 キ ャ リ ブ レ ー
タ ー が 全 長 BNP（ BNP77～ 108） の 他 に 多 く の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と を 示 す 。 3464の ピ ー
ク は 、 BNP77～ 108に 対 応 す る 。 66283.6の ピ ー ク は 、 お そ ら く ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン に 対 応
す る 。
【 図 ３ 】 抗 BNPモ ノ ク ロ ー ナ ル を 含 む 抗 体 試 薬 の 質 量 ス ペ ク ト ル も 、 抗 体 の 他 に 多 く の タ
ン パ ク 質 に 対 応 す る ピ ー ク を 含 む こ と を 示 す 。
【 図 ４ 】 SELDI免 疫 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 捕 獲 さ れ た BNPキ ャ リ ブ レ ー タ ー 溶 液 か ら の タ ン パ
ク 質 の 質 量 ス ペ ク ト ル を 示 す 。 キ ャ リ ブ レ ー タ ー か ら の タ ン パ ク 質 を ヒ ト 血 漿 に ス パ イ ク
し た 。 抗 BNPを 、 タ ン パ ク 質 を 捕 獲 す る た め に 使 用 し た 。 6461の 77～ 108の ア イ ソ フ ォ ー ム
の 他 に 、 分 子 量 が 以 下 の BNPペ プ チ ド 断 片 に 対 応 す る ピ ー ク が 検 出 さ れ る ： 約 3170.8Daの
重 さ で 、 プ ロ BNPの ア ミ ノ 酸 77～ 106に 対 応 す る BNPア イ ソ フ ォ ー ム ； 約 3280Daの 重 さ で 、
プ ロ BNPの ア ミ ノ 酸 79～ 108に 対 応 す る BNPア イ ソ フ ォ ー ム ； 約 3671Daの 重 さ で 、 プ ロ BNPの
ア ミ ノ 酸 53～ 85（ 3669） ま た は 66～ 98（ 3674.4） に 対 応 す る BNPア イ ソ フ ォ ー ム ； 約 8215.
5Daの 重 さ で 、 プ ロ BNPの ア ミ ノ 酸 30～ 103に 対 応 す る BNPア イ ソ フ ォ ー ム ； 約 10875.3の 重
さ で 、 プ ロ BNPの 11～ 107（ 108755.） ま た は 9～ 106（ 10874.4） に 対 応 す る BNPア イ ソ フ ォ
ー ム 。
【 図 ５ 】 種 々 の レ ベ ル の 濃 度 の BNPキ ャ リ ブ レ ー タ ー の 質 量 ス ペ ク ト ル お よ び 検 量 線 を 示
す 。 ス ペ ク ト ル は 、 キ ャ リ ブ レ ー タ ー が BNP77～ 108ア イ ソ フ ォ ー ム と 同 程 度 の BNP79～ 108
ア イ ソ フ ォ ー ム を 含 む こ と を 示 す 。
【 図 ６ 】 種 々 の レ ベ ル の 濃 度 の BNPキ ャ リ ブ レ ー タ ー の 質 量 ス ペ ク ト ル お よ び 検 量 線 を 示
す 。 BNP77～ 108は 、 ほ と ん ど 見 え な い 。 標 準 を BNP79～ 106、 BNP79～ 108、 お よ び BNP69～ 1
00ま た は BNP76～ 107の い ず れ か に 対 応 す る ピ ー ク に 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 量 に 対 し て 較 正
す る と き は 、 検 量 線 が 右 に そ れ 、 試 験 測 定 が 本 来 の キ ャ リ ブ レ ー タ ー キ ー （ calibrator k
ey） が 示 し た も の よ り も 多 く の BNPを 含 む こ と を 意 味 す る 。
【 図 ７ 】 被 験 者 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル を 示 す 。 BNP77～ 109に 対 応 す る ピ ー ク は 、 検 出 す る
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こ と が 困 難 で あ る 。 し か し 、 BNPの 分 解 型 は 、 約 3152（ BNP77～ 106） お よ び 約 3282（ BNP79
～ 108） で 存 在 す る よ う に 見 え る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ４ Ｃ 】

【 図 ４ Ｄ 】

【 図 ５ Ａ 】 【 図 ５ Ｂ 】
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【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ６ Ｃ 】

【 図 ７ Ａ 】 【 図 ７ Ｂ 】
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【 配 列 表 】
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