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(57)【要約】
　本発明はサンプル中のナトリウム利尿ペプチドまたはそのフラグメントの存在または量
を測定するために設計された組成物および方法に関する。ナトリウム利尿ペプチドの分解
は進行性の過程であり、特に以下の関数であり得る：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からサンプルを採取または分析する時点までの経過時間；タン
パク分解酵素の存在量；など。この分解により、生体機能が低下または喪失した循環量の
ナトリウム利尿ペプチドが生成される。本発明は特に、生物学的に活性なナトリウム利尿
ペプチドを正確に測定するために設計されたアッセイ、およびこれまで知られていないナ
トリウム利尿ペプチドの分解経路を阻害するための組成物を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体から得たサンプル中の１つ以上の目的のBNP関連種または１つ以上の目的のプロB
NP関連種の存在または量を検出する方法であって、
　　(a)該サンプルのアッセイを行って該サンプル中の該目的のBNP関連種の存在または量
に関連するアッセイ結果を得、ここで、該アッセイはBNPのアミノ末端の分解に感受性で
あり；または
　　(b) 該サンプルのアッセイを行って該サンプル中の該目的のプロBNP関連種の存在ま
たは量に関連するアッセイ結果を得、ここで該アッセイはプロBNPのアミノ末端の分解に
感受性であり；または
　　段階(a)および(b)の両方を行う
ことを含む上記方法。
【請求項２】
　該アッセイは、検出されるプロBNPのシグナルが、等モル量の、アミノ末端の１から10
残基が欠失した１つ以上のプロBNPフラグメントに比較して少なくとも５倍低下するよう
に構築されたものである、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　該アッセイは、検出されるプロBNPのシグナルが、等モル量の、アミノ末端の１から10
残基が欠失した１つ以上のプロBNPフラグメントに比較して少なくとも10倍低下するよう
に構築されたものである、請求項２記載の方法。
【請求項４】
　該アッセイは、検出されるプロBNPのシグナルが、等モル量のBNP3-108に比較して少な
くとも５倍低下するように構築されたものである、請求項２記載の方法。
【請求項５】
　該アッセイは、検出されるBNP5-108のシグナルが、等モル量のBNP3-108に比較して少な
くとも５倍低下するように構築されたものである、請求項２記載の方法。
【請求項６】
　該アッセイは、BNP3-108、BNP5-108、BNP7-108、BNP3-76、BNP5-76、BNP7-76、BNP1-10
6、BNP3-106、BNP5-106、およびBNP7-106から成る群から選択される１つ以上のプロBNP関
連種に非感受性であるが、等モル量のBNP1-108からのシグナルより少なくとも５倍低いシ
グナルを生成するように構築されたものである、請求項１記載の方法。
【請求項７】
　該アッセイは、ある量のBNP1-108からのシグナルが、等モル量のBNP3-108、BNP5-108、
BNP7-108、BNP3-76、BNP5-76、BNP7-76、BNP1-106、BNP3-106、BNP5-106、およびBNP7-10
6から成る群から選択される１つ以上のプロBNP関連種に比較して５倍高くなるように構築
されたものである、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　該アッセイは、プロBNPのカルボキシル末端の分解にも感受性である、請求項１記載の
方法。
【請求項９】
　該アッセイは、検出されるBNPのシグナルが、等モル量の、アミノ末端の１から９残基
が欠失した１つ以上のBNPフラグメントに比較して少なくとも５倍低下するように構築さ
れたものである、請求項１記載の方法。
【請求項１０】
　該アッセイは、検出されるBNPのシグナルが、等モル量の、アミノ末端の１から９残基
が欠失した１つ以上のBNPフラグメントに比較して少なくとも10倍低下するように構築さ
れたものである、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　該アッセイは、BNP79-108、BNP81-108、BNP83-108、BNP79-106、BNP81-106、およびBNP

83-106から成る群から選択される１つ以上のBNP関連種に非感受性であるが、等モル量のB
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NP77-108からのシグナルより少なくとも５倍低いシグナルを生成するように構築されたも
のである、請求項１記載の方法。
【請求項１２】
　該アッセイは、ある量のBNP77-108からのシグナルが、BNP79-108、BNP81-108、BNP83-1
08、BNP79-106、BNP81-106、およびBNP83-106から成る群から選択される等モル量の１つ
以上のBNP関連種に比較して５倍高くなるように構築されたものである、請求項１記載の
方法。
【請求項１３】
　該アッセイは、BNPのカルボキシル末端の分解にも感受性である、請求項１記載の方法
。
【請求項１４】
　被験体がヒトである、請求項１記載の方法。
【請求項１５】
　サンプルが血液、血清、および血漿から成る群から選択される、請求項１記載の方法。
【請求項１６】
　該アッセイ段階が、BNP79-108、BNP81-108、BNP83-108、BNP79-106、BNP81-106、およ
びBNP83-106から成る群から選択される１つ以上のBNP関連フラグメントとBNPとを識別す
るように選択された抗体と該サンプルを接触させ；またはBNP3-108、BNP5-108、BNP7-108
、BNP3-76、BNP5-76、BNP7-76、BNP1-106、BNP3-106、BNP5-106、およびBNP7-106から成
る群から選択される１つ以上のプロBNP関連フラグメントとプロBNPとを識別するように選
択された抗体と該サンプルを接触させる
ことを含む、請求項１記載の方法。
【請求項１７】
　該アッセイ段階がイムノアッセイを行うことを含む、請求項１６記載の方法。
【請求項１８】
　該アッセイ段階が質量分析を行うことを含む、請求項１６記載の方法。
【請求項１９】
　該アッセイ段階が質量分析を行うことを含む、請求項１記載の方法。
【請求項２０】
　該アッセイ段階の前に、該目的のBNP関連種またはプロBNP関連種の１つ以上から１つ以
上の共有結合した炭水化物残基を除去することを更に含む、請求項１記載の方法。
【請求項２１】
　該目的のBNP関連種またはプロBNP関連種の１つ以上から１つ以上の共有結合した炭水化
物残基を除去することによって、目的の該BNP関連種またはプロBNP関連種の１つ以上の質
量分析による検出が増加する、請求項２０記載の方法。
【請求項２２】
　該目的のBNP関連種またはプロBNP関連種の１つ以上から１つ以上の共有結合した炭水化
物残基を除去することによって、該目的のBNP関連種またはプロBNP関連種の１つ以上から
少なくとも80％の炭水化物残基が除去される、請求項２０記載の方法。
【請求項２３】
　アッセイに使用するためにBNPまたはプロBNPのアミノ末端の分解に感受性である１つ以
上の抗体を選択する方法であって、
　　１つ以上の目的のプロBNP関連種から得られた第１のアッセイ結果と結合から除外す
べき１つ以上のプロBNP関連種から得られた第２のアッセイ結果とを比較することによっ
て該１つ以上の抗体をスクリーニングし、ここで該１つ以上の目的のプロBNP関連種およ
び結合から除外すべき該１つ以上のプロBNP関連種は、プロBNPおよび分解されたアミノ末
端を含むプロBNP関連フラグメントから成る群から独立して選択され；そして
　　該１つ以上の目的のプロBNP関連種と結合から除外すべき該１つ以上のプロBNP関連種
とを識別する１つ以上の抗体を選択し；または
　　１つ以上の目的のBNP関連種から得られた第１のアッセイ結果と結合から除外すべき
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１つ以上のBNP関連種から得られた第２のアッセイ結果とを比較することによって該１つ
以上の抗体をスクリーニングし、ここで該１つ以上の目的のBNP関連種および結合から除
外すべき該１つ以上のBNP関連種は、BNPおよび分解されたアミノ末端を含むBNP関連フラ
グメントから成る群から独立して選択され；そして
　　該１つ以上の目的のBNP関連種と結合から除外すべき該１つ以上のBNP関連種とを識別
する１つ以上の抗体を選択する
ことを含む上記方法。
【請求項２４】
　該選択された抗体を用いてサンドイッチイムノアッセイを構築することを更に含む、請
求項２３記載の方法。
【請求項２５】
　該抗体が抗体発現ライブラリーから選択される、請求項２４記載の方法。
【請求項２６】
　循環器疾患に罹患した、または罹患の疑いのある患者において診断または予後診断を行
う方法でって、
　　(a)該患者から得たサンプルのアッセイを行って、該サンプル中の１つ以上の目的の
プロBNP関連種の存在または量に関係するアッセイ結果を得、ここで、該アッセイはプロB
NPのアミノ末端の分解に感受性であり；または
　　(b) 該患者から得たサンプルのアッセイを行って、該サンプル中の１つ以上の目的の
BNP関連種の存在または量に関係するアッセイ結果を得、ここで該アッセイはBNPのアミノ
末端の分解に感受性であり；または
　　(c) 段階(a)および(b)の両方を行い；そして
　　該アッセイ結果を該診断または予後診断と関連づける
こと含む上記方法。
【請求項２７】
　該患者が急性冠症候群に罹患しているか、または罹患の疑いがある、請求項２６記載の
方法。
【請求項２８】
　該方法によって死亡、心筋梗塞、およびうっ血性心不全から成る群から選択される将来
の有害事象の可能性を予測する、請求項２６記載の方法。
【請求項２９】
　該方法が、該患者から得た同じまたは別のサンプルについてアッセイを行って、１つ以
上の追加の被験体由来マーカーの存在または量に関係する１つ以上の追加のアッセイ結果
を得ることを更に含み、ここで、該関連づけの段階は、得られた複数のアッセイ結果を該
診断または予後診断と関連づけることを含む、請求項２６記載の方法。
【請求項３０】
　該１つ以上の追加の被験体由来マーカーが、カスペース-3、血栓前駆体タンパク質、ク
レアチンキナーゼ-MB、遊離型および複合型心筋トロポニンI、遊離型および複合型心筋ト
ロポニンT、遊離型心筋トロポニンI、遊離型心筋トロポニンT、複合型心筋トロポニンI、
複合型心筋トロポニンT、ミオグロビン、B型ナトリウム利尿ペプチド、NT-プロBNP、C反
応性タンパク質、D-ダイマー、ミエロペルオキシダーゼ、およびそれらに関連するマーカ
ーから成る群から選択される１つ以上のマーカーを含む、請求項２９記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は医学的診断および治療に関する。
【背景技術】
【０００２】
　本発明の背景に関する以下の議論は単に読者の本発明に対する理解を促進するために提
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供するものであり、本発明に対する従来技術を記述または構成すると認めるものではない
。
【０００３】
　ナトリウム利尿ペプチドは体内でレニン・アンジオテンシン系に対抗するように作用す
る、天然に存在する一群の物質である。主に３つのナトリウム利尿ペプチドがある：心房
性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）（心房で合成される）；脳性ナトリウム利尿ペプチド
（BNP）（心室で合成される）；およびC型ナトリウム利尿ペプチド（CNP）（脳で合成さ
れる）。
【０００４】
　成熟ヒトB型ナトリウム利尿ペプチド（BNP）（脳性ナトリウム利尿ペプチドおよびBNP7
7-108とも呼ばれる）は32アミノ酸から成る4 kDaの生物学的に活性なペプチドであり、ナ
トリウム利尿系に関与して血圧および体液バランスを調節する（Bonow, R.O., Circulati
on 93:1946-1950, 1996）。成熟BNPホルモンは108アミノ酸から成る前駆体分子（本明細
書では“プロBNP”（またはBNP1-108）と記載する）のタンパク分解的開裂によって生成
される。開裂により76アミノ酸のN-末端ペプチド（“NTプロBNP”（またはBNP1-76）とも
呼ばれる）および32アミノ酸の成熟BNP77-108ホルモンが生成される。これらの種（NTプ
ロBNP、BNP-32、およびプレプロBNP）はそれぞれヒト血漿中で循環しうることが示唆され
ている（Tateyamaら, Biochem. Biophys. Res. Commun. 185:760-7, 1992；Huntら, Bioc
hem. Biophys. Res. Commun. 214:1175-83, 1995）。
【０００５】
　BNPは心室の伸展に応答して放出され、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、および腎臓におけるレニン分泌の阻害を引き起こす。BNPの放出によりナ
トリウム利尿および血管内容量の低下が起こり、効果は抗利尿ホルモン（ADH）の拮抗に
よって増幅される。ある種の疾病状態において血中BNPレベルが上昇することが発見され
ており、これはそれらの疾病（卒中、うっ血性心不全（CHF）、心虚血、全身性高血圧、
および急性心筋梗塞を含む）の病態生理学においてある役割を果たしていることを示唆し
ている。例えばWO 02/089657；WO 02/083913；およびWO 03/016910（それぞれ、全ての表
、図面、および特許請求の範囲を含むその全体が本発明に組み込まれる）参照。例えばBN
Pは心室で合成され、左心室圧、呼吸困難の量、および神経ホルモン調節の状態と相関関
係を有するため、このペプチドは心不全マーカーの第１候補となる。血漿BNP濃度の測定
は、明白な心不全に進行する可能性があって心血管事象のリスクが高いLV収縮不全の病因
学および程度とは関係なく、種々の心臓異常を有する患者の非常に効果的でコスト効率の
高いマススクリーニング法として発展している。CHF患者の診断および管理の助けとなる
簡便な血液検査の発見は、疾病に伴う膨大なコストに対して明らかに好ましい影響を与え
る。
【０００６】
　循環からのナトリウム利尿ペプチドの除去は、主に循環中でのクリアランスレセプター
への結合および酵素分解によって影響を受ける。例えばChoら, Heart Dis. 1: 305-28, 1
999；Smithら, J. Endocrinol. 167: 239-46, 2000参照。更に、ヒトプロBNPは血清中で
加工され、そのため循環プレプロBNPは無傷の108アミノ酸型である可能性は低いことが報
告されている。Huntら, Peptides 18: 1475-81, 1997。ナトリウム利尿ペプチドの分解に
は中性エンドペプチダーゼが介在していると信じられている。例えばNormanら（Biochem.
 Biophys. Res. Commun. 28: 175: 22-30, 1991）の報告によれば、中性エンドペプチダ
ーゼはヒトBNPの残基2および3間、残基4および5間、そして残基17および18間を開裂する
。更にKnechtら（Life Sci. 71: 2701-12, 2002）の報告によれば、腎臓中性エンドペプ
チダーゼは、心不全（ナトリウム利尿ペプチド濃度が上昇している症状）では亢進的に制
御されている。このため、中性エンドペプチダーゼは循環器疾患の治療において阻害の標
的とされてきた。例えばCortiら, Circulation 104: 1856-62, 2001参照。
【０００７】
　ナトリウム利尿ペプチドの安定性、特に血液由来サンプル（例えば血清、血漿、全血）
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における安定性について為されてきた報告は秩序だっていない。ANPは中性エンドペプチ
ダーゼの基質としてBNPより優れていることが報告されている。同様にShimizuら（Clin. 
Chem. Acta 305: 181-6, 2001）、Gobinet-Georgesら（Clin. Chem. Lab. Med. 38: 519-
23, 2000）、およびMurdochら（Heart 78: 594-7, 1997）はBNPが一定の血液由来サンプ
ルにおいて、または血液を一定条件下で回収した場合に安定であると報告している。Shim
izuらによるより最近の報告（Clin. Chem. Acta 316: 129-35, 2002）によれば、全血中
のBNPの94%は2個のアミノ末端残基が除去された消化型であり；また、血漿中のBNPは多く
の未同定の型に分解されていた。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
発明の概要
　本発明は一つには、サンプル中の１つ以上のナトリウム利尿ペプチドまたはそのフラグ
メントの存在または量を測定するために設計された組成物および方法に関する。ナトリウ
ム利尿ペプチドの分解は進行性の過程であり、特に以下の関数であり得る：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からサンプルを採取または分析する時点
までの経過時間；タンパク分解酵素の存在量；など。この分解により循環量の1つ以上の
アミノ酸を喪失したナトリウム利尿ペプチドが生成される。
【０００９】
　１つ以上のナトリウム利尿ペプチドについてのアッセイを設計する際、この分解を考慮
しなければ、アッセイは数個の型のナトリウム利尿ペプチドを検出するものとなりうる。
種々の型は被験体の生理学的状態に関連した個別の結果を生じうるため、また、罹患した
被験体における亢進的に制御されたタンパク分解酵素によって、最も興味の対象である可
能性の高い被験体において特に多量のフラグメントプールができうるため、本明細書に記
載する組成物および方法は当業者に診断および予後診断に関する優れた情報を提供しうる
。
【００１０】
　本明細書に記載する方法および組成物は、当該分野における、以下のような種々の循環
器疾患の診断および鑑別に使用される、迅速、高感度、かつ特異的な診断アッセイの必要
性を満たすことができる：卒中、うっ血性心不全（CHF）、心虚血、全身性高血圧、およ
び／または急性心筋梗塞。更に、本発明の方法および組成物を使用して患者の治療、並び
に更に別の診断および／または予後診断指標および指標パネルの開発を促進することもで
きる。
【００１１】
　関連する目的では、本発明はサンプル中の１つ以上のナトリウム利尿ペプチドの存在ま
たは量を検出する方法に関し、方法は上述の分解に感受性であるアッセイを実施すること
を含む。それらのアッセイによる検出から除外される分子を“非標的”ナトリウム利尿ペ
プチドと呼ぶ。
【００１２】
　第一の目的では、本発明はサンプル中の１つ以上のナトリウム利尿ペプチド関連種（以
下に定義する）の存在または量を検出する方法に関し、方法は以下に記載するように、目
的の特定のポリペプチドのアミノおよび／またはカルボキシル末端での分解に“非感受性
”または“感受性”であるアッセイを実施することを含む。
【００１３】
　本発明の関連する目的では、本発明は被験体の診断および／または予後診断のための方
法に関し、方法は被験体から採取したサンプル中のBNP、プロBNP、および／またはそれに
関連する１つ以上のフラグメントの存在または量を検出するアッセイを実施し、アッセイ
の結果を特定の診断および／または予後診断に関連づけることを含む。好ましい態様では
、被験体は本明細書に定義する循環器症状の１つ以上を有する疑いがあるか、またはそれ
らの症状を有すると診断されている。好ましくは、本明細書に記載する物質および方法を
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使用して急性冠症候群に罹患した患者、および／または急性冠症候群に起因する１つ以上
の重大な有害結果を被るリスク（例えば死亡のリスク）のある患者を同定できる。
【００１４】
　ある態様では、それらのアッセイをプロBNPのアミノおよび／またはカルボキシル末端
の分解に“非感受性”であるように設計する。例えば抗体をBNP1-108分子の特定の領域に
結合するように選択し、それによって、BNP1-108のアミノ末端から0から1、2、3、4、5、
6、7、8、9、もしくは10残基が除去されて生じる標的分子および／またはBNP1-108のカル
ボキシル末端から0から1、2、3、4、5、6、7、8、9、もしくは10残基が除去されて生じる
標的分子が実質的に同等のアッセイ応答を生成するようにしてもよい。関連する態様では
、それらのアッセイをBNPのアミノおよび／またはカルボキシル末端の分解に“非感受性
”であるように設計する。例えば抗体をBNP77-108分子の特定の領域に結合するように選
択し、それによって、BNP77-108のアミノ末端から0から1、2、3、4、5、6、7、8、もしく
は9残基が除去されて生じる標的分子および／またはBNP77-108のカルボキシル末端から0
から1、2、3、4、もしくは5残基が除去されて生じる標的分子が実質的に同等のアッセイ
応答を生成するようにしてもよい。
【００１５】
　等モル量の複数の標的分子に関して5倍以内、最も好ましくは2倍以内であるアッセイ応
答は、それらの標的分子に関して“非感受性”であると見なされる。そのようなアッセイ
において、等モル量の標的分子に関して5倍を超える、最も好ましくは10倍を超えるアッ
セイ応答を生じる分子は“非標的”ナトリウム利尿ペプチドであると見なされる。
【００１６】
　しかしながら、好ましくはBNPまたはプロBNPのアミノおよび／またはカルボキシル末端
の分解に“感受性”であるようにアッセイを設計する。従って、無傷のBNP1-108、または
無傷のアミノ末端を有するプロBNPフラグメントが、アミノ末端の1、2、3、4、5、6、7、
8、9、10、またはそれ以上の残基が欠失した等モル量のプロBNPに比較して少なくとも5倍
、最も好ましくは10倍以上低いシグナルで検出されるようにアッセイを設定してもよい。
あるいはまた、アミノ末端の1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、またはそれ以上の残基が
欠失したプロBNPフラグメントが等モル量の無傷のBNP1-108または無傷のアミノ末端を有
するプロBNPフラグメントに比較して少なくとも5倍、最も好ましくは10倍以上低いシグナ
ルで検出されるようにアッセイを設定してもよい。
【００１７】
　関連する態様では、無傷のBNP77-108または無傷のアミノ末端を有するBNP77-108フラグ
メントが、アミノ末端の1、2、3、4、5、6、7、8、9、またはそれ以上の残基が欠失した
等モル量の無傷のBNP77-108またはBNP77-108フラグメントに比較して少なくとも5倍、最
も好ましくは10倍以上低いシグナルで検出されるようにアッセイを設定してもよい。ある
いはまた、アミノ末端の1、2、3、4、5、6、7、8、9、またはそれ以上の残基が欠失した
無傷のBNP77-108またはBNP77-108フラグメントが無傷のアミノ末端を有する等モル量のBN
P77-108フラグメントに比較して少なくとも5倍、最も好ましくは10倍以上低いシグナルで
検出されるようにアッセイを設定してもよい。
【００１８】
　同様に、カルボキシル末端の分解に感受性であるようにアッセイを設定してもよい。従
って、無傷のBNP1-108または無傷のカルボキシル末端を有するプロBNPフラグメントが、
カルボキシル末端の1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、またはそれ以上の残基が欠失した
等モル量のプロBNPフラグメントに比較して少なくとも5倍低いシグナルで検出されるよう
にアッセイを設定してもよい。あるいはまた、カルボキシル末端の1、2、3、4、5、6、7
、8、9、10、またはそれ以上の残基が欠失したプロBNPフラグメントが、等モル量の無傷
のBNP1-108または無傷のカルボキシル末端を有するプロBNPフラグメントに比較して少な
くとも5倍低いシグナルで検出されるようにアッセイを設定してもよい。同様に、無傷のB
NP77-108または無傷のカルボキシル末端を有するBNP77-108フラグメントが、カルボキシ
ル末端の1、2、3、4、5、6、またはそれ以上の残基が欠失した等モル量のBNP77-108フラ
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グメントに比較して少なくとも5倍低いシグナルで検出されるようにアッセイを設定して
もよい。あるいはまた、カルボキシル末端の1、2、3、4、5、6、またはそれ以上の残基が
欠失したBNP77-108フラグメントが、等モル量の無傷のBNP77-108または無傷のカルボキシ
ル末端を有するBNP77-108フラグメントに比較して少なくとも5倍低いシグナルで検出され
るようにアッセイを設定してもよい。
【００１９】
　種々の好ましい態様では、サンプル中のBNP1-108、またはBNP3-108、BNP5-108、BNP7-1
08、BNP3-76、BNP5-76、BNP7-76、BNP1-106、BNP3-106、BNP5-106、およびBNP7-106から
成る群から選択される１つ以上のプロBNP関連フラグメントの存在または量を非感受性の
様式で検出するように本発明のアッセイを設定する。しかしながら、他の好ましい態様で
は、BNP3-108、BNP5-108、BNP7-108、BNP3-76、BNP5-76、BNP7-76、BNP1-106、BNP3-106
、BNP5-106、およびBNP7-106から成る群から選択される1つ以上のプロBNP関連フラグメン
トに非感受性であるが、等モル量のBNP1-108に比較して少なくとも5倍低下したシグナル
が得られる、より好ましくは10倍低下したシグナルが得られる、最も好ましくはシグナル
の検出が認められないように本発明のアッセイを設定する。更に別の好ましい態様では、
BNP1-108からのシグナルを提供するが、等モル量のBNP3-108、BNP5-108、BNP7-108、BNP3
-76、BNP5-76、BNP7-76、BNP1-106、BNP3-106、BNP5-106、およびBNP7-106から成る群か
ら選択される1つ以上のプロBNP関連フラグメントから少なくとも5倍低下したシグナルが
得られる、より好ましくは検出が認められないように、本発明のアッセイを設定する。
【００２０】
　種々の他の好ましい態様では、サンプル中のBNP77-108、およびBNP79-108、BNP81-108
、BNP83-108、BNP77-106、BNP79-106、BNP81-106、およびBNP83-106から成る群から選択
される1つ以上のBNP関連フラグメントの存在または量を非感受性の様式で検出するように
本発明のアッセイを設定する。しかしながら他の好ましい態様では、BNP79-108、BNP81-1
08、BNP83-108、BNP77-106、BNP79-106、BNP81-106、およびBNP83-106から成る群から選
択される1つ以上のBNP関連フラグメントに対して非感受性であるが、等モル量のBNP77-10
8に比較して少なくとも5倍低下したシグナルが得られる、より好ましくは10倍低下したシ
グナルが得られる、そして最も好ましくは検出が認められないように、本発明のアッセイ
を設定する。更に別の好ましい態様では、BNP77-108からのシグナルを提供するが、等モ
ル量のBNP79-108、BNP81-108、BNP83-108、BNP77-106、BNP79-106、BNP81-106、およびBN
P83-106から成る群から選択される1つ以上のBNP関連フラグメントに比較して少なくとも5
倍低下したシグナルが得られる、好ましくは検出が認められないように、本発明のアッセ
イを設定する。
【００２１】
　あるアッセイ条件下で、第1群のポリペプチドの結合に関連するシグナルは得られるが
等モル量の第2群のポリペプチドからはバックグラウンドを超えるシグナルが得られない
場合、そのアッセイでは第2群のポリペプチドの“検出が認められない”。
【００２２】
　以下に記載するように、それらのアッセイは当業者に周知の種々の方法で設計すること
ができる。好ましいアッセイはイムノアッセイであるが、他の方法も当業者に周知である
（例えば一体化した分析物レセプターおよび変換器を含むバイオセンサーの使用、または
当業界で周知のナトリウム利尿ペプチドに対する天然のレセプターの使用）。任意の好適
なイムノアッセイを利用してもよく、それらは例えば分析物の結合を（例えば偏光解析法
によって）直接検出するアッセイ、酵素結合イムノアッセイ（ELISA）、ラジオイムノア
ッセイ（RIA）、競合結合アッセイ、サンドイッチイムノアッセイなどである。1つ以上の
ナトリウム利尿ペプチドフラグメントへの抗体またはレセプターの特異的免疫学的結合は
直接または間接的に検出できる。直接標識には蛍光または発光タグ、金属、色素、放射性
核種などを抗体に結合させるものがある。間接標識には当業界で周知の種々の酵素、例え
ばアルカリホスファターゼ、ホースラディッシュペルオキシダーゼなどがある。第2の分
子（例えば検出可能な標識）に結合した抗体を、本明細書では“抗体コンジュゲート”と
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記載する。当業者に理解されるように、ナトリウム利尿ペプチドの天然のレセプターが存
在し、それらのレセプターを抗体と同様に利用して結合アッセイを提供してもよい。
【００２３】
　標的ナトリウム利尿ペプチドと比較してナトリウム利尿ペプチドの非標的フラグメント
が部分的に、または完全に存在しないエピトープに結合するように選択した1つ以上の抗
体を用いてイムノアッセイを構築してもよい。例えばサンドイッチアッセイにおいて、固
相に結合した抗体が分子のN末端部分に選択的に結合するように選択され、標識された抗
体が分子のC末端部分に結合するように選択される場合、分子のNおよびC末端部分の両方
を含む分子だけがアッセイで検出される。あるいはまた、固相および標識された抗体の両
方を分子のN末端部分に結合するように選択してもよい。
【００２４】
　当業者に理解されるように、ナトリウム利尿ペプチドの開裂により、1つの抗体が結合
するエピトープ（例えば抗体は天然型N末端領域に結合する）の全てが除去され、新たな
エピトープが暴露されてもよい（例えば1つ以上の天然型N末端残基の喪失の際に、新たな
N末端領域に抗体が結合する）。あるいはまた、分子の直鎖配列においては連続していな
いが溶液中での3次元空間において関係のあるナトリウム利尿ペプチドの部分からエピト
ープが形成され、そのためエピトープは記載したアミノ酸残基以外のものも含むが、記載
したアミノ酸残基の領域の除去によって抗体の結合が低減し、アッセイのシグナルが低下
する。
【００２５】
　好ましくは種々のナトリウム利尿ペプチドを識別するように本発明のイムノアッセイを
設計する。最大のシグナルを得るのに必要な第1のポリペプチド群の量の2倍を超えない量
でアッセイを実施する場合、イムノアッセイによって第1ポリペプチド群の結合に関係す
るシグナルが得られ、そのシグナルが同じアッセイ条件下で同数の第2ポリペプチド群の
分子から得られるシグナルより少なくとも5倍高ければ、そのイムノアッセイは第1ポリペ
プチド群および第2ポリペプチド群を“識別する”と見なされる。更に好ましくは、シグ
ナルはそれらのアッセイ条件下で少なくとも10倍高く、より好ましくは少なくとも20倍高
く、そして最も好ましくは少なくとも50倍高いか、少なくとも100倍またはそれ以上高い
。
【００２６】
　別の目的では、本発明はBNP77-108またはBNP1-108のアミノおよび／またはカルボキシ
ル末端での分解状態に“非感受性”または“感受性”のいずれかである抗体に関する。抗
体が2つの標的ポリペプチドに対して実質的に同じ結合を示す場合、抗体は第1の標的ポリ
ペプチドおよび第2の標的ポリペプチドに関して“非感受性”であると見なされる。2つの
ポリペプチドに関して“非感受性”でない抗体は、それらのポリペプチドに関して“感受
性”であると見なされる。
【００２７】
　“実質的に同じ結合”という用語は、アッセイに使用する際、等モル量の2つの標的ポ
リペプチドに関して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抗体をいう。
1倍はシグナルが等しいことを示す；シグナルが2倍以内であるということは、一方のシグ
ナルが他方のシグナルｘ2と等しいかそれ未満であることを示す。好ましくは、実質的に
同じ結合を示す抗体は、約1.75倍以内、より好ましくは約1.5倍以内、更に好ましくは約1
.25倍以内、そして最も好ましくは約1.1倍から1倍以内のシグナルを提供する。
【００２８】
　それらの抗体は第１の標的ポリペプチドおよび第２の標的ポリペプチドに関して“実質
的に同じ親和性”を有してもよく、これは２つの標的ポリペプチドに関して5倍以内、そ
して最も好ましくは2倍以内である親和性を意味する。1倍は親和性が等しいことを示す；
親和性が2倍以内であるということは、一方の親和性が他方のシグナルx2と等しいかそれ
未満であることを示す。好ましくは実質的に同じ結合を示す抗体は約1.75倍以内、より好
ましくは約1.5倍以内、更に好ましくは約1.25倍以内、そして最も好ましくは約1.1倍から
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1倍以内の親和性を提供する。
【００２９】
　本発明のある好ましい抗体は、BNP1-108、BNP3-108、BNP5-108、BNP7-108、BNP1-106、
BNP3-106、BNP5-106、およびBNP7-106から成る群から選択される少なくとも２つのポリペ
プチドに関して非感受性である。本発明の特に好ましい抗体はBNP1-108および２個のアミ
ノ末端残基が欠失したプロBNPフラグメント（例えばBNP3-108、BNP3-106など）に関して
非感受性であり、そのため抗体はBNP1-108および２個のアミノ末端残基が欠失したプロBN
Pフラグメントに実質的に同じ結合を示す。
【００３０】
　しかしながら、他の好ましい抗体はBNP77-108、BNP79-108、BNP81-108、BNP83-108、BN
P77-106、BNP79-106、BNP81-106、およびBNP83-106から成る群から選択される少なくとも
２つのポリペプチド；またはBNP1-108、BNP3-108、BNP5-108、BNP7-108、BNP1-106、BNP3
-106、BNP5-106、およびBNP7-106から成る群から選択される少なくとも２つのポリペプチ
ドに関して感受性である。本発明の特に好ましい抗体はBNP1-108および２個のアミノ末端
残基が欠失したプロBNPフラグメント（例えばBNP3-108、BNP3-106など）に関して感受性
である。それらの感受性抗体は、例えばBNP1-108に結合してもよいが、等モル量のBNP3-1
08より低いアッセイシグナルを示す。あるいはまた、それらの感受性抗体は、例えばBNP3
-108に結合するが、等モル量のBNP1-108より低いアッセイシグナルを示す。本発明の他の
特に好ましい抗体はBNP77-108および２個のアミノ末端残基が欠失したBNPフラグメント（
例えばBNP79-108、BNP79-106など）に関して感受性である。それらの感受性抗体は、例え
ばBNP77-108に結合してもよいが、等モル量のBNP79-108より低いアッセイシグナルを示す
。あるいはまた、それらの感受性抗体は、例えばBNP79-108に結合してもよいが、等モル
量のBNP77-108より低いアッセイシグナルを示す。
【００３１】
　抗体がシグナルの生成に必要な複合体の形成に関与する場合、イムノアッセイからのシ
グナルは“抗体の結合に依存する”と見なされる。例えば、固相抗体および第２抗体コン
ジュゲートを用いて調製されるサンドイッチイムノアッセイでは、それぞれが分析物と結
合してサンドイッチを形成し、固相抗体および第２抗体のそれぞれがシグナルの生成に必
要な複合体の形成に関与しなければならない。単一の抗体を使用し、分析物が結合をめぐ
って分析物コンジュゲートと競合する競合イムノアッセイでは、単一の抗体がシグナル生
成に必要な複合体の形成に関与する。当業者に理解されるように、多くの更に別のイムノ
アッセイが構築されうる。
【００３２】
　当業者に明白なように、本明細書に記載する感受性および／または非感受性抗体および
アッセイを種々に組合せたものを、診断および／または予後診断法における様々なアッセ
イフォーマットで使用してもよい。例えば、第１の組のポリペプチドに結合する抗体を用
いてアッセイを構築し、第２の組のポリペプチドに結合する抗体を用いて第２のアッセイ
を構築し、２つの群のポリペプチドの比率を求めてもよい。同様に、第１の組のポリペプ
チドに結合する抗体を用いてそれらのアッセイを構築し、第２の組のポリペプチドに結合
する抗体を用いて第２のアッセイを構築し、結果を合計して２つの群のポリペプチドの総
量を得てもよい。以下に記載するように、同じサンプルについて複数のアッセイを実施す
るような装置を提供してもよい。
【００３３】
　診断および／または予後診断法に使用する場合、本明細書に記載する種々のナトリウム
利尿ペプチド関連種に感受性および／または非感受性であるアッセイおよび抗体を使用し
て複数のマーカー（2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20もしくはそれ以上のマーカー、
または個別のマーカーを含む）を提供してもよく、それらのマーカーをマーカーパネルに
集結させてもよい。本明細書に記載するアッセイと組み合わせて使用するのに好適なマー
カーには“血圧調節関連マーカー”、“血液凝固および止血関連マーカー”、“炎症関連
マーカー”、“血管組織関連マーカー”、および“アポトーシス関連マーカー”があり、
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それらはPCT/US03/41453（2003年12月23日出願）に記載されている（その全体が参照によ
り本明細書に組み込まれる）。特に好ましいマーカーにはカスペース-3、血栓前駆体タン
パク質、クレアチンキナーゼ-MB、遊離型および複合型心筋トロポニンI、遊離型および複
合型心筋トロポニンT、遊離型心筋トロポニンI、遊離型心筋トロポニンT、複合型心筋ト
ロポニンI、複合型心筋トロポニンT、ミオグロビン、B型ナトリウム利尿ペプチド、NT-プ
ロBNP、C反応性タンパク質、D-ダイマー、ミエロペルオキシダーゼ、およびそれらの関連
マーカーがある。
【００３４】
　更に別の態様では、本明細書に記載するアッセイを用いて複数回の測定を行うことがで
き、マーカーの経時変化を用いて診断および／または予後診断を行うことができる。例え
ば１つ以上のポリペプチドを開始時および第２の時点で測定し、その時間にわたるポリペ
プチドレベルの変化（または変化がないこと）を測定してもよい。それらの態様において
、開始時から第２の時点までのポリペプチドの増加によって、１つ以上の症状に潜在する
特定の疾患、特定の予後などが診断されうる。同様に、開始時から第２の時点までの減少
によって、１つ以上の症状に潜在する特定の疾患、特定の予後などが診断されうる。１つ
以上のマーカーの経時変化を、１つの時点でのマーカーレベルと共に用いて、マーカーパ
ネルの識別力を高めてもよい。
【００３５】
　従って別の目的では、本発明は本明細書に記載するアッセイを実施するために構築およ
び調整したアッセイ装置に関する。本明細書に記載するアッセイを実施するための装置は
好ましくは複数の分離した、独立してアドレスすることができる位置または“診断区画（
diagnostic zones）”を含み、そのそれぞれは目的とする特定の分析物または分析物群に
関係し、その１つ以上はナトリウム利尿ペプチドである。例えば複数の分離した区画のそ
れぞれは異なる分析物への結合のためのレセプター（例えば抗体）を含んでもよい。サン
プルと装置との反応に次いで診断区画からシグナルが生成され、これを目的のペプチドの
存在または量に相関させてもよい。
【００３６】
　更に別の目的では、本発明は１つ以上の感受性および／または非感受性抗体を選択する
方法に関する。これらの方法は、当業界で周知の方法を用いて抗体標品を感受性（または
その欠如）についてスクリーニングすることを含む。代表的なスクリーニング法を以下に
記載する。選択が終われば、それらの抗体を本明細書に記載する方法に用いてナトリウム
利尿ペプチドの測定を行うことができる。
【００３７】
　特定の好ましい選択法では、BNP77-108、BNP79-108、BNP81-108、BNP83-108、BNP77-10
6、BNP79-106、BNP81-106、およびBNP83-106から成る群から選択される少なくとも２つの
ポリペプチド；またはBNP1-108、BNP3-108、BNP5-108、BNP7-108、BNP1-106、BNP3-106、
BNP5-106、およびBNP7-106から成る群から選択される少なくとも２つのポリペプチドに関
して非感受性である１つ以上の抗体を同定する。
【００３８】
　特に好ましい選択法は、BNP1-108および２個のアミノ末端残基が欠失したプロBNPフラ
グメント（例えばBNP3-108、BNP3-106など）に関して非感受性である１つ以上の抗体を同
定し、そのため抗体はBNP1-108および２個のアミノ末端残基が欠失したプロBNPフラグメ
ントに対して実質的に同じ結合を示す。他の特に好ましい選択法は、BNP77-108および２
個のアミノ末端残基が欠失したBNPフラグメント（例えばBNP79-108、BNP79-106など）に
関して非感受性である１つ以上の抗体を同定し、そのため抗体はBNP79-108および２個の
アミノ末端残基が欠失したBNPフラグメントに対して実質的に同じ結合を示す。
【００３９】
　特定の他の好ましい選択法は、BNP77-108、BNP79-108、BNP81-108、BNP83-108、BNP77-
106、BNP79-106、BNP81-106、およびBNP83-106から成る群から選択される少なくとも２つ
のポリペプチド；またはBNP1-108、BNP3-108、BNP5-108、BNP7-108、BNP1-106、BNP3-106
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、BNP5-106、およびBNP7-106から選択される少なくとも２つのポリペプチドに関して感受
性である１つ以上の抗体を同定する。特に好ましい選択法は、BNP1-108および２個のアミ
ノ末端残基が欠失したプロBNPフラグメント（例えばBNP3-108、BNP3-106など）に関して
感受性である１つ以上の抗体を同定する。それらの感受性抗体は、例えばBNP1-108に結合
するが等モル量のBNP3-108に比較して低いアッセイシグナルを示してもよい。あるいはま
た、それらの感受性抗体は、例えばBNP3-108に結合するが等モル量のBNP1-108に比較して
低いアッセイシグナルを示してもよい。他の特に好ましい選択法は、BNP77-108および２
個のアミノ末端残基が欠失したBNPフラグメント（例えばBNP79-108、BNP79-106など）に
関して感受性である１つ以上の抗体を同定する。それらの感受性抗体は、例えばBNP77-10
8に結合するが等モル量のBNP79-108に比較して低いアッセイシグナルを示してもよい。あ
るいはまた、それらの感受性抗体は例えばBNP79-108に結合するが、等モル量のBNP77-108
に比較して低いアッセイシグナルを示してもよい。
【００４０】
　別の目的では、本発明の１つ以上の抗体および／または抗体コンジュゲートを、ナトリ
ウム利尿ペプチドの存在または量を測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、好ましくは本明細書に記載するアッセイの少なくとも１つを試験サンプルに
対して実施するための装置および試薬を含む。好ましくはそれらのキットは、それらの測
定の１つ以上を実施するために十分な試薬、および／または食品医薬品局（FDA）認可の
表示を含む。
【００４１】
　更に別の目的では、本発明は患者に使用する治療計画を決定するための方法に関する。
方法は、好ましくは本明細書に記載する方法によって１つ以上のナトリウム利尿ペプチド
の存在または量を測定し、この存在または量を疾病または予後の状態と関連づけることを
含む。本明細書に記載するように、種々の心血管および脳血管疾患（卒中、うっ血性心不
全（CHF）、心虚血、全身性高血圧、急性冠症候群、および／または急性心筋梗塞を含む
）の診断および鑑別を、プロBNPおよびそのフラグメントのレベルに関連づけてもよい。
診断または予後診断がなされれば、その診断に合わせて治療計画を選択する。
【００４２】
　上記の本発明の概要は非制限的なものであり、他の本発明の特徴および利点は以下の発
明の詳細な説明および特許請求の範囲から明白になる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４３】
発明の詳細な説明
　本発明は一部分においては、特定のプロBNP中の種々の型のナトリウム利尿ペプチドを
識別する方法に関する。本明細書に記載するように、プロBNPおよび／またはその分解産
物を選択的に認識する抗体を生成し、アッセイに使用してもよい。臨床設定において、そ
れらのアッセイから重要な診断および予後診断の情報が得られる。
【００４４】
　本明細書で使用する“ナトリウム利尿ペプチド”という用語は、体内でレニン・アンギ
オテンシン系の活性に反して作用する、一群の天然に存在するポリペプチドホルモンのメ
ンバー、並びにその生合成前駆体および生物学的に活性なフラグメントをいう。３つの主
たるヒトナトリウム利尿ペプチドがある：心房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）（心房
で合成される）；脳性ナトリウム利尿ペプチド（BNP）（心室で合成される）；およびC型
ナトリウム利尿ペプチド（CNP）（脳で合成される）。
【００４５】
　本明細書でヒトプロBNPに関して使用する“無傷のプロBNP”という用語は、SEQ ID NO:
 1に示す完全長の108アミノ酸分子をいう：
HPLGSPGSAS DLETSGLQEQ RNHLQGKLSE LQVEQTSLEP LQESPRPTGV 50 WKSREVATEG IRGHRKMVLY 
TLRAPRSPKM VQGSGCFGRK MDRISSSSGL 100 GCKVLRRH　108　（SEQ ID NO: 1）
【００４６】
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　成熟ヒトBNP、“BNPナトリウム利尿ペプチド”、または“BNP-32”（上記下線部分）は
この前駆体のアミノ酸77-108を表す32アミノ酸分子であり、BNP77-108とも呼ばれる。残
りの残基1-76は以下、NT-プロBNPまたはBNP1-76と記載する。
【００４７】
　種々の他の種（ブタ（Sus scrofa）、ウシ（Bos Taurus）、イヌ（Canis familiaris）
、ネコ（Felis catus）、ヒツジ（Ovis aries）、マウス（Mus musculus）、ラット（Rat
tus norvegicus）など）由来のプロBNPの配列が当業界で知られている。例えばLiuら, Ge
ne 292: 183-190, 2002参照。
【００４８】
　本明細書で使用する“フラグメント”という用語は、フラグメントが由来するポリペプ
チドの少なくとも６個の連続するアミノ酸を含むが、完全長の親ペプチドよりは短いポリ
ペプチドをいう。従って、プロBNP（BNP1-108）のフラグメントとはBNP1-108の少なくと
も６個の連続するアミノ酸を含むポリペプチドをいう。好ましい態様では、フラグメント
とは以下を含むポリペプチドをいう：フラグメントが由来するポリペプチドの少なくとも
１０個の連続するアミノ酸；フラグメントが由来するポリペプチドの少なくとも１５個の
連続するアミノ酸；またはフラグメントが由来するポリペプチドの少なくとも２０個の連
続するアミノ酸。プロBNPの最も好ましいフラグメントはBNP1-76の少なくとも６個の連続
するアミノ酸およびBNP77-108の少なくとも６個の連続するアミノ酸を含む。従って、最
も好ましいフラグメントはNT-プロBNP／成熟BNP開裂部位を架橋する。
【００４９】
　本明細書に記載する“関連するフラグメント”という用語は特定のポリペプチドまたは
その生合成親化合物の１つ以上のフラグメントをいい、ポリペプチドそのものの代用とし
て、または独立したマーカーとして検出してもよい。BNP77-108、BNP1-108、BNP3-108、B
NP5-108、BNP7-108、BNP1-106、BNP3-106、BNP5-106、BNP7-106、およびBNP1-76は“BNP
関連フラグメント”の例である。
【００５０】
　便宜上、特定のナトリウム利尿ペプチド（または生合成前駆体）およびその分子に由来
するフラグメントを、本明細書では集合的に“関連種”と記載する。従ってプロBNP（生
合成前駆体）並びにBNP3-108、BNP5-108、BNP7-108、BNP1-106、BNP3-106、BNP5-106、BN
P7-106、BNP1-76、およびBNP77-108は“プロBNP関連種”である。同様に、BNP77-108（成
熟ナトリウム利尿ホルモンBNP）並びにBNP79-108、BNP81-108、BNP83-108、BNP79-106、 
BNP81-106、およびBNP83-106は“BNP関連種”である。
【００５１】
　ナトリウム利尿ペプチドフラグメントに関連して本明細書で使用する“アミノ末端分解
物（degradation）”という用語は、無傷ペプチドのアミノ末端から１つ以上のアミノ酸
を除去して生成されたナトリウム利尿ペプチドのフラグメントをいう。BNP3-108は２個の
アミノ末端残基の除去によるプロBNPのアミノ末端分解物の一例である。同様に、BNP79-1
08は２個のアミノ末端残基の除去によるBNPのアミノ末端分解物の一例である。好ましい
態様では、それらのフラグメントは無傷ペプチドのアミノ末端から少なくとも1、2、3、4
、5、6、7、8、9、10、15、20、またはそれ以上のアミノ酸を除去して生成される；しか
しながら、ナトリウム利尿ペプチドはアミノ末端およびカルボキシル末端分解の両方を含
んでもよい。BNP3-106はそれらのプロBNP分解物の一例である。
【００５２】
　本明細書でナトリウム利尿ペプチドフラグメントに関連して使用する“カルボキシル末
端分解物”という用語は、無傷のペプチドのカルボキシル末端から１つ以上のアミノ酸が
除去されて生成するナトリウム利尿ペプチドフラグメントをいう。好ましい態様では、そ
れらのフラグメントは無傷ペプチドのアミノ末端から少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8
、9、10、15、20、またはそれ以上のアミノ酸が除去されて生成する。BNP1-106はプロBNP
のカルボキシル末端分解物の一例である。
【００５３】
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　本明細書でポリペプチドに関連して使用する“グリコシル化”という用語は、（多くの
場合グリカン鎖の形態で）共有結合した糖単位を含有するポリペプチドをいう。個々の糖
単位を本明細書では“共有結合した炭水化物残基”と記載する。真核生物におけるポリペ
プチドのグリコシル化は主にアスパラギン側鎖へのグリコシド結合によって生じるか（“
N-結合型”）；セリンもしくはスレオニン側鎖へのグリコシド結合によって生じるか（“
O-結合型”）；またはポリペプチドは炭水化物架橋を介してホスファチジルイノシトール
脂質アンカーに結合してもよい（“GPI-結合型”）。
【００５４】
　本明細書で使用する“脱グリコシル”という用語はポリペプチドから１つ以上の共有結
合した炭水化物残基を除去する方法をいう。全ての共有結合した炭水化物残基が除去され
るのが好ましいが、共有結合した炭水化物残基のいずれかが除去されれば、ポリペプチド
は脱グリコシルされたとみなす。酵素処理、非酵素処理、またはその２つを組み合わせて
共有結合した炭水化物残基をポリペプチドから除去してもよい。好ましくは少なくとも約
50%、より好ましくは少なくとも約60%、より好ましくは少なくとも約70%、更に好ましく
は少なくとも約80%、そして最も好ましくは少なくとも約90%から約100%の炭水化物残基が
ポリペプチドから除去される。
【００５５】
　ポリペプチドに関連して本明細書で使用する“精製された”という用語は、完全に純粋
であることを必要としない。むしろ、目的のポリペプチドが分離された環境にあって、他
のタンパク質と比較した（質量ベースでの）存在量が生体サンプル中の存在量より高いこ
とを意味する。“分離された環境”とは、単一の媒質、例えば単一の溶液、単一のゲル、
単一の沈殿などを意味する。精製されたポリペプチドは、例えば実験室での合成、クロマ
トグラフィー、分離用電気泳動、遠心分離、沈殿、アフィニティー精製など、多くの方法
で得てもよい。好ましくは、１つ以上の “精製された”目的のポリペプチドは分離され
た環境のタンパク質含有量の少なくとも10%である。１つ以上の“実質的に精製された”
ポリペプチドは分離され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
離された環境のタンパク質含有量の少なくとも75%、そして最も好ましくは分離された環
境のタンパク質含有量の少なくとも約95%である。タンパク質含有量の測定はHartree（An
al Biochem 48: 422-427 (1972)）が報告するLowryら, J. Biol. Chem. 193: 265, 1951
、の方法を変更し、タンパク標準物質としてウシ血清アルブミンを使用して行う。
【００５６】
　本明細書で使用する“抗体”という用語は、抗原もしくはエピトープに特異的に結合す
る能力のあるイムノグロブリン遺伝子（単数または複数）またはそのフラグメントに由来
する、それぞれをモデルとした、または実質的にそれ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,第3版, W.E. Paul編, Raven Press, N.
Y. (1993)；Wilson  (1994) J. Immunol. Methods 175:267-273；Yarmush (1992) J. Bio
chem. Biophys. Methods 25:85-97参照。抗体という用語は抗原に結合する能力を有する
抗原結合部分、すなわち“抗原結合部位”（例えばフラグメント、サブシーケンス、相補
性決定領域（CDR））を含み、それらには例えば以下がある：(i)Fabフラグメント（VL、V
H、CL、およびCH1ドメインから成る１価フラグメント）；(ii)F(ab’)2フラグメント（ヒ
ンジ領域でジスルフィド架橋によって結合した２つのFabフラグメントを含む２価フラグ
メント）；(iii)VHおよびCH1ドメインから成るFdフラグメント；(iv)抗体の１つのアーム
のVLおよびVHドメインから成るFvフラグメント；(v)VHドメインから成るdAbフラグメント
（Wardら, (1989) Nature 341:544-546）；(vi)単離された相補性決定領域（CDR）。１本
鎖抗体、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、および分子生物学的方法（例えばフ
ァージディスプレー法）によって得た抗体も参照により“抗体”という用語に含まれる。
好ましい抗体は“オムニクローナル（Omniclonal）”抗体である。これはファージディス
プレーライブラリーから選択される種々の抗体分子の混合物であり、各抗体は109 M-1か
ら1010M-1の最低限の親和性で標的抗原に特異的に結合する。
【００５７】
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　“特異的に結合する”という用語は、抗原が全く目的の標的だけに結合することを示す
ものではない。むしろ、その目的の標的への親和性が非標的分子に対する親和性に比較し
て約５倍高ければ、抗体は“特異的に結合する”。好ましくは抗体の標的分子に対する親
和性は、非標的分子に対する親和性に比較して少なくとも約5倍、好ましくは10倍、より
好ましくは25倍、更に好ましくは50倍、そして最も好ましくは100倍以上高い。好ましい
態様では、抗体または他の結合物質と抗原間の特異的結合とは、少なくとも106 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107 M-1、好ましくは約108M-1から約1
09 M-1、約109 M-1から約1010M-1、または約1010 M-1から約1011 M-1の親和性で結合する
。
【００５８】
　親和性はKd=koff /konとして算出される（koffは解離速度定数、konは会合速度定数、
そしてはKdは平衡定数である）。親和性の測定は平衡状態で、種々の濃度（ｃ）での標識
されたリガンドの画分結合（fraction bound）（ｒ）を測定することによって行うことが
できる。データはスキャッチャード式を用いてグラフにする：ｒ／ｃ＝Ｋ（ｎ-ｒ）：
　　式中、
　　ｒ＝平衡状態における結合したリガンドのモル数／受容体のモル数；
　　ｃ＝平衡状態における遊離のリガンドの濃度；
　　Ｋ＝平衡会合定数；および
　　ｎ＝受容体分子当たりのリガンド結合部位数
図解法により、ｒ／ｃをＹ軸、ｒをＸ軸にプロットし、スキャッチャードプロットを得る
。親和性は負の傾きの直線である。koffの測定は、未標識の過剰なリガンドと結合した標
識されたリガンドを競合させることによって得られる（例えば米国特許第6,316,409号参
照）。ターゲッティング物質の標的分子への親和性は好ましくは少なくとも約1 x 10-6分
子／リットル、好ましくは少なくとも約1 x 10-7分子／リットル、より好ましくは少なく
とも約1 x 10-8分子／リットル、更に好ましくは少なくとも約1 x 10-9分子／リットル、
そして最も好ましくは少なくとも約1 x 10-10分子／リットルである。スキャッチャード
分析による抗体親和性の測定は当該分野で周知である。例えばvan Erpら, J. Immunoassa
y 12: 425-43, 1991；NelsonおよびGriswold, Comput. Methods Programs Biomed. 27: 6
5-8, 1988参照。
【００５９】
　本明細書で使用する“分離された”という用語は非連続である表面の領域をいう。すな
わち、２つの領域のいずれの部分でもない境界部がそのそれぞれを包囲していれば、２つ
の領域は互いに分離している。本明細書で使用する“独立してアドレスすることができる
”という用語は、特異的シグナルが得られうる表面の分離された領域をいう。当業者に認
識されるように、抗体区画も互いに独立であってもよいが、表面上で互いに接触していて
もよい。
【００６０】
　本明細書で使用する“試験サンプル”という用語は、１つ以上の目的の分析物の存在ま
たは量が未知であり、アッセイ、好ましくはイムノアッセイで測定されるべきであるサン
プルをいう。好ましくは、試験サンプルは被験体（例えば患者）の診断、予後診断、また
は評価の目的で得た体液である。ある態様では、それらのサンプルは進行中の症状の転帰
または症状に対する治療計画の効果を測定する目的で得てもよい。好ましい試験サンプル
には血液、血清、血漿、脳脊髄液、尿、および唾液がある。更に当業者に認識されるよう
に、ある種の試験サンプルは分画または精製操作（例えば全血の血清または血漿成分への
分離）後に、より簡便に分析される。好ましいサンプルは細菌、ウィルス、および動物（
例えばイヌおよびネコ）から得てもよい。特に好ましいサンプルはヒトから得る。比較の
ために、“標準サンプル”とは、１つ以上の分析物のアッセイ以前に１つ以上の目的の分
析物の存在または量が既知であるサンプルをいう。
【００６１】
　本明細書で使用される“疾病サンプル”という用語は、所定の疾病に罹患していること
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が確認されている被験体から得た組織サンプルをいう。臨床的診断法は当業者に周知であ
る。例えば以下を参照されたい：Kelley's Textbook of Internal Medicine, 第４版, Li
ppincott Williams & Wilkins, Philadelphia, PA, 2000；The Merck Manual of Diagnos
is and Therapy, 第17版, Merck Research Laboratories, Whitehouse Station, N.J., 1
999。
【００６２】
　本明細書で使用する“被験体由来マーカー”という用語は、被験体の１つ以上の細胞で
発現または生成されるタンパク質、ポリペプチド、リン脂質、核酸、プリオン、糖タンパ
ク質、プロテオグリカン、糖脂質、脂質、リポタンパク質、炭水化物、または小分子マー
カーをいう。１つ以上のマーカーの存在、非存在、または量変化は特定の疾病の存在を示
すか、または特定の疾病の非存在を示しうる。
【００６３】
　本明細書で使用する“約”という用語は、所定の数の+/- 10%をいう。
【００６４】
ナトリウム利尿ペプチドフラグメントの予後診断および診断マーカーとしての使用
　上記のように、ナトリウム利尿ペプチドの血中レベルの上昇がある種の疾病状態で観察
されており、それらの疾病（例えば卒中、うっ血性心不全（CHF）、心虚血、全身性高血
圧、および急性心筋梗塞）の病態生理学における役割を示唆している。例えば以下を参照
されたい：WO 02/089657；WO 02/083913；WO 03/016910；Huntら, Biochem. Biophys. Re
s. Comm. 214: 1175-83 (1995)；Venugopal, J. Clin. Pharm. Ther. 26: 15-31, 2001；
およびKalraら, Circulation 107: 571-3, 2003（それぞれ、全ての表、図面、および特
許請求の範囲を含むその全体が参照により本明細書に組み込まれる）。ナトリウム利尿ペ
プチドは単独で、集合的に、および／または更に別のタンパク質と共に、種々の循環器症
状における疾病マーカーおよび予後診断の指標としての役割も果たす。
【００６５】
　PCT/US04/26984（2004年4月15日出願）に記載されるように、プロBNPおよび成熟BNPの
両者のアミノ末端領域はプロリル特異的ジペプチジルペプチダーゼの標的であり、これら
のペプチドのアミノ末端残基は分解に対して感受性であることが証明されている。同様に
、プロBNPおよび成熟BNPの両者のカルボキシル末端領域も分解を受ける。１つ以上のナト
リウム利尿ペプチドの測定の際に臨床サンプル中に存在しうる種々のナトリウム利尿ペプ
チドフラグメントを考慮しなければ、診断または予後診断法の正確さに関して重大な結果
を招くことになりうる。例えば単純な症例で、プロBNPに関するサンドイッチイムノアッ
セイを行い、存在していたプロBNPの有意な量（例えば50%）が分解し、アミノおよび／ま
たはカルボキシル末端から残基が喪失した場合を検討されたい。プロBNPフラグメントに
残存する領域に結合する抗体で構成されたイムノアッセイによってサンプル中に存在する
完全長のプロBNPの量が過剰評価され、目的が完全長のプロBNPのみの場合はアッセイにお
いて“偽陽性”結果を生じる可能性がある。
【００６６】
　サンプルのナトリウム利尿ペプチド濃度の過剰評価は患者の管理に重大な結果をもたら
しうる。例えば、プロBNP濃度を用いて（例えば治療に際して上昇したレベルが正常に戻
るかどうかを知るためにプロBNPをモニタリングすることによって）うっ血性心不全の療
法が有効であるかどうかを判断してもよい。上記と同じプロBNP の“偽陽性”結果によっ
て、医師は現行の治療が有効でないという誤った印象のために治療を継続、増加、または
変更しうる（例えば利尿剤、ACE阻害剤、ジゴキシン、β-阻害剤、カルシウムチャンネル
阻害剤、および／もしくは血管拡張剤投与量を増加する、または外科的処置を考慮する場
合さえありうる）。
【００６７】
　更に、臨床サンプル中に存在しうる種々のナトリウム利尿ペプチドフラグメントを考慮
しなければ、心不全におけるいわゆる“内分泌パラドックス”を明らかにすることになり
うる。Goetze（Clin. Chem. 50: 1503-1510, 2004）に記載されるように、心不全患者はB
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NPの血漿濃度が著しく上昇する。しかしながら驚くべきことにそれらの患者はナトリウム
利尿の上昇を示さない。実際、事実は逆で、心不全患者はうっ血、ナトリウム貯留、およ
び浮腫に苦しむ。更に驚くべきことは、これらの同じ患者が外来BNPの投与に応答して、
予期されるナトリウム利尿の上昇を起こすことである。内分泌パラドックスに関して特定
の解釈にとらわれることは意図しないが、それらの患者で観察されるBNPの血漿濃度の上
昇は、少なくとも一部には、種々のBNPアッセイが無傷のアミノおよび／またはカルボキ
シル末端を有するBNPとBNPフラグメントを識別できないことに起因すると考えられる。
【００６８】
　本発明は“急性冠症候群”に分類される１つ以上の症状の診断および予後診断における
特定のフラグメント（例えばBNP77-108、BNP3-108など）に関するアッセイの使用につい
て詳述するが、この代表的な態様は限定的なものではない。プロBNPおよびそのフラグメ
ントの測定を一般的に循環器疾患の診断および／または予後診断に適用してもよい。“循
環器疾患”という用語は多様な一連の心臓および血管系障害をいい、それらには以下があ
る：アテローム性動脈硬化症、虚血性卒中、脳内出血、くも膜下出血、一過性脳虚血発作
、収縮不全、拡張機能障害、動脈瘤、大動脈解離、心筋虚血、狭心症、心筋梗塞、うっ血
性心不全、拡張型うっ血性心筋症、肥大型心筋症、拘束型心筋症、肺性心、不整脈、心臓
弁膜症、心内膜炎、肺塞栓症、静脈血栓症、末梢血管疾患、および急性冠症候群。
【００６９】
　“急性冠症候群”（“ACS”）という用語は心臓の虚血性発作に起因する一群の冠動脈
疾患に適用されてきた。ACS患者は異なる病態生理学、臨床所見、および有害事象のリス
クを有する異種群をなす。それらの患者は安定狭心症、不安定狭心症、非ST上昇-非Ｑ波
心筋梗塞（“NST”-“MI”）、ST上昇-非Ｑ波MI、および貫壁性（Ｑ波）MIを含む連続的
な範囲にわたる症状で医師を訪れる。ACSは、主として１つ以上の冠動脈内で血栓が沈着
および増大することによって動脈の部分的または完全な閉塞が起こり、多くの場合プラー
クの破裂を伴って虚血性傷害が起きることによって発症すると信じられる。ACSは冠攣縮
性狭心症または心筋需要の上昇によっても発症しうる。総説は、例えばDavies, Clin. Ca
rdiol. 20 (Supp. I): I2-I7 (1997)を参照されたい。
【００７０】
　ACSは、アテローム性動脈硬化症または高血圧に一般的に続発する心筋傷害または心筋
損傷ともいわれる心臓の血管傷害の症状であり、米国における主要死亡原因である。ACS
は一般に冠動脈疾患（動脈硬化プラークの発生および更なる閉塞または亀裂への進行によ
って起こる）に伴う閉塞によって発症する。ACSは安定狭心症、不安定狭心症、または心
筋梗塞の症状を呈しうる。
【００７１】
　ACSの重症度には虚血発作後の罹患率および死亡率が潜在する。例えば労働者に関する
推測によれば、ACS所見の４から６週間以内の死亡または続発する心筋梗塞（MI）のリス
クは8-14%であり、死亡、MI、または難治性虚血の割合は15-25%である（TherouxおよびFu
ster, Circulation 97: 1195-1206, 1998）。米国における急性MIによる死亡総数が約600
,000人とすれば、当該分野におけるACSの診断、予後診断、および管理に関する情報の探
求が多大なものであったことは当然である。ある種の患者集団においてそれらの情報を提
供しうるいくつかの可能性のあるマーカーが同定されており、例えば以下がある：循環心
筋トロポニンレベル（例えばAntmanら, N. Eng. J. Med. 335: 1342-9, 1996；米国特許
第6,147,688号、第6,156,521号、5,947,124号、および5,795,725号（それぞれ参照により
その全体が本明細書に組み込まれる）参照）、ST部分下降（例えばSavonittoら, JAMA 28
1: 707-13, 1999参照）、循環クレアチンキナーゼレベル（例えばAlexanderら, Circulat
ion (Suppl.) 1629, 1998参照）、および循環C反応性タンパク質レベル（例えばMorrowら
, J. Am. Coll. Cardiol. 31: 1460-5, 1998参照）。
【００７２】
　安定狭心症は労作またはストレス時に起こる収縮性の胸痛を特徴とし、安静またはニト
ログリセリン舌下剤で緩和される。不安定狭心症は安静時の収縮性胸痛を特徴とし、ニト
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ログリセリン舌下剤で緩和される。狭心痛は通常、ニトログリセリン舌下剤で緩和され、
痛みは一般に30分以内に鎮静される。心筋梗塞は30分間以上にわたって継続する収縮性の
胸痛を特徴とし、診断用心電図（ECG）でＱ波が見られる。不安定狭心症は安定狭心症と
心筋梗塞の間の臨床状態であると考えられ、一般に動脈硬化プラークの破裂および血栓の
形成を伴う。この点に関して、動脈硬化プラークの破裂は心筋梗塞の最も一般的な要因で
ある。
【００７３】
　炎症は安定狭心症の間に起こり、プラーク破裂、血小板活性化、および初期の血栓のマ
ーカーを使用して進行中の不安定狭心症の重症度を同定およびモニタリングすることがで
きる。定義によれば、狭心症発作の際に起こる心筋の損傷は可逆的であり、心筋梗塞の際
に起こる損傷は不可逆である。このモデルによれば、心筋損傷の特異的マーカーを使用し
て心筋梗塞を同定することができる。軽度の不安定狭心症から重度の不安定狭心症および
心筋梗塞への冠動脈疾患の進行はプラークの不安定性および動脈閉塞の程度に関係する。
この進行は、安定なプラークが増大して閉塞が進むことによって緩慢に起こるか、または
不安定なプラークの破裂によって血小板の活性化および閉塞性血栓の形成が起こるために
急速に起こる。心筋梗塞は最も高い頻度で不安定狭心症と病態生理学を同じにするので、
これら２つの事象を識別できるのは心筋損傷の可逆性のみでありうる。しかしながら、重
度の不安定狭心症と軽度の心筋梗塞との唯一の識別は臨床的な判断に基づくため、心筋損
傷のマーカーは不安定狭心症に罹患すると診断された患者の末梢循環においても見られう
る。
【００７４】
　現在のACSの診断法には、一般に臨床症状、心電図（ECG）、および末梢循環における心
臓マーカーの測定がある。通常不安定狭心症および急性心筋梗塞（AMI）に伴う重度の胸
痛の症例においては、血管造影法も使用される。ACS患者は多くの場合、頚部、顎、肩、
または左もしくは両腕の内側に放散する収縮性の胸痛を有し、呼吸困難、発汗、動機、意
識朦朧、および悪心の随伴症状を有しうる。心筋虚血によってECG診断において変化（Ｑ
波およびST部分の変化を含む）が生じうる。心酵素の血漿濃度の上昇は重度の不安定狭心
症および心筋梗塞に伴う心組織壊死の程度を反映しうる。
【００７５】
　循環からのナトリウム利尿ペプチドの除去は分解経路を伴うことが報告されている。事
実、一定の環境下でナトリウム利尿ペプチドを開裂する中性エンドペプチダーゼの阻害剤
は、ある種の循環器疾患の治療に有望であることが示唆されている。例えばTrindadeおよ
びRouleau, Heart Fail. Monit. 2: 2-7, 2001参照。ナトリウム利尿ペプチド中のメチオ
ニン残基の酸化によって、生体活性が還元型に比較して低下することも報告されている（
Koyamaら, Eur. J. Biochem. 203: 425-32）。本明細書に記載する目的では、メチオニン
酸化型は分解産物であると見なしてもよい。
【００７６】
　本明細書で使用する“診断”という用語は、当業者が患者が所定の疾病または症状に罹
患しているかどうかを推定（および決定さえ）できる方法をいう。当業者は多くの場合、
１つ以上の診断指標、すなわちマーカーに基づいて診断を行い、その存在、非存在、また
は量は症状の存在、重症度、または非存在の指標となる。
【００７７】
　同様に、予後診断は多くの場合、１つ以上の“予後指標”の分析によって行われる。そ
れらはマーカーであり、その患者（または患者から採取したサンプル）におけるその存在
または量は所定の経過または結果を起こす確率を表す。例えばそれらの患者から採取した
サンプル中で１つ以上の予後指標が十分高レベルに達していれば、そのレベルは、患者が
より低いマーカーレベルを示す同様の患者に比較して未来事象を経験する確率が高いこと
を示しうる。罹患率または死亡率の上昇に関係する予後指標のレベルまたはレベル変化は
、患者において“有害事象の素因の増加に関係する”と見なされる。好ましい予後マーカ
ーは患者における遅発性の有害事象の発現または将来のACSの可能性を予測できる。
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【００７８】
　本明細書で診断および予後指標の使用に関して用いられる“相関させる”という用語は
、患者における指標の存在または量を、所定の症状に罹患している、もしくはそのリスク
があることが知られている患者；または所定の症状に罹患していないことが知られている
個人（すなわち健常者）における存在または量と比較することをいう。例えば、患者サン
プル中のマーカーレベルを、特定の型のACSに関係することが知られているレベルと比較
することができる。サンプルのマーカーレベルは診断と相関があると見なされる；すなわ
ち当業者はマーカーレベルを用いて患者が特定の型のACSに罹患しているかどうかを確認
し、それに従って対応することができる。あるいはまた、サンプルのマーカーレベルを、
好ましい転帰（例えばACSの非存在）に関係することが知られているマーカーレベル、例
えば健常者集団で観察される平均レベルと比較することができる。
【００７９】
　Fischerら, Intensive Care Med. 29: 1043-51, 2003の記載から試験の精度の基準を得
、それを使用して所定のマーカーまたはマーカーパネルの有効性を測定してもよい。これ
らの基準には感度および特異度、適中率、尤度比、診断オッズ、およびROC曲線面積があ
る。好適な試験はこれらの種々の基準に関して以下の結果の１つ以上を示しうる：少なく
とも75%の感度かつ少なくとも75%の特異度；少なくとも0.7、より好ましくは少なくとも0
.8、更に好ましくは少なくとも0.9、そして最も好ましくは少なくとも0.95のROC曲線面積
；および／または少なくとも5、より好ましくは少なくとも10、そして最も好ましくは少
なくとも20の陽性尤度比（感度／（１-特異度）で算出）かつ0.3以下、より好ましくは0.
2以下、そして最も好ましくは0.1以下の陰性尤度比（（１-感度）／特異度で算出）。
【００８０】
ナトリウム利尿ペプチドのグリコシル化
　グリコシル化されたポリペプチドは、一般に以下を含有する：１つ以上のアスパラギン
残基のアミノ基に結合したN-結合型糖；１つ以上のセリンおよび／もしくはスレオニン残
基のヒドロキシル基に結合したO-結合型糖；またはN-およびO-結合型糖を組み合わせたも
の。プロBNPを含むナトリウム利尿ペプチドはグリコシル化される可能性があり、そのグ
リコシル化はサンプル中のある種のナトリウム利尿ペプチド検出法の能力に有意に影響を
与えうる。
【００８１】
　グリコシル化によって検出スキームに与えられる可能性のある困難を回避するために、
いくつかの方法が用いられる。第１に、グリコシル化の存在が正確な検出の妨げになって
いる場合、薬剤または酵素処理によってポリペプチドから炭水化物残基を除去することに
よって、１つ以上の目的のナトリウム利尿ペプチドを“検出可能な”状態に変化させても
よい。第２に、目的のナトリウム利尿ペプチド中のグリコシル化の影響を受けないような
１つ以上の領域に結合する抗体を慎重に選択し、特定のグリコシル化状態に“非感受性”
である抗体を得てもよい。第３に、目的のナトリウム利尿ペプチド中のグリコシル化され
た１つ以上の領域に結合するが脱グリコシル状態では結合の低下を示す抗体を慎重に選択
し、特定のグリコシル化状態に“感受性”である抗体を得てもよい。第４に、目的のナト
リウム利尿ペプチドのグリコシル化された１つ以上の領域に結合するが、脱グリコシル状
態では結合の増加を示す抗体を慎重に選択し、特定のグリコシル化状態に“感受性”であ
る抗体を得てもよい。必要または要望により、これらの方法を組み合わせてもよい。
【００８２】
　N-およびO-結合型炭水化物残基を除去するための効果的な酵素法は当該分野で周知であ
り、以下のような酵素を用いる：N-グリカナーゼ（別名：N-グリコシダーゼ）、エンドグ
リコシダーゼH、エンドグリコシダーゼA、O-グリカナーゼ（別名：エンド-α-N-アセチル
ガラクトサミニダーゼ）、α2-（3,6,8,9）- neuriminidase、β（1,4）-ガラクトシダー
ゼ、N-アセチルグルコサミニダーゼ、エンドグリコシダーゼF1、エンドグリコシダーゼF2
、および／またはエンドグリコシダーゼF3。このリストは非制限的なものである。ペプチ
ドから糖を除去するためのそれらの酵素法を天然型（非変性）ペプチドに使用してもよい
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。しかしながらそれらの酵素法においてグリコペプチドの変性を使用してもよく、多くの
場合、それによって脱グリコシルの割合が高くなる。一般的な変性条件は約0.01%から約1
%のドデシル硫酸ナトリウム（“SDS”）、および必要により約5mMから約500mMのβ-メル
カプトエタノールをおよそ中性のpH（すなわち約pH6.5から約pH8）でバッファー溶液に混
合したものを添加することを含む。それらの方法は約0.2%から約2%のNP-40（一部の脱グ
リコシル酵素を安定化する役割を果たす）を更に含んでもよい。それらの変性条件と共に
高温（例えば約37℃で約0.5時間から約48時間）を使用してもよい。
【００８３】
　共有結合した炭水化物残基をペプチドから除去するための非酵素的薬剤処理の場合、ヒ
ドラジン加水分解が非還元型O-およびN-結合型オリゴ糖の遊離に有効であることが発見さ
れている。オリゴ糖を選択的かつ逐次的に遊離させるには、まず約60℃でO-結合型オリゴ
糖を穏やかにヒドラジン分解し、続いて約95℃でN-結合型オリゴ糖をヒドラジン分解する
。例えばPatelおよびRarekh, Meth. Enzymol. 230, 58-66, 1994参照。しかしながら、そ
れらの処理によってポリペプチドの分解が起こりうる。マイルドな塩基環境においてアル
カリ性水素化ホウ素ナトリウムを利用するO-結合型オリゴ糖のアルカリ-β-脱離は好まし
い。例えばGlycobiology: A Practical Approach, Fukuda, M.およびKobata, A. 編, pp.
 291-328, IRL/Oxford Univ. Press, Oxford, 1993参照。更に、トリフルオロメタンスル
ホン酸加水分解を使用してもよい。この方法では一般に無傷のポリペプチドが残されるが
グリカンの分解が起こる。これは糖間のグリコシル結合はトリフルオロメタンスルホン酸
による開裂に感受性であるがペプチド結合は、更に長時間の処理でも安定であるためであ
る。例えばEdge, Biochem. J.  376: 339-50, 2003参照。
【００８４】
　重要なことに、それらの酵素またはトリフルオロメタンスルホン酸処理後にペプチド内
に多く観察される変化は糖残基の除去に起因させることができ、これはグリコシル化以外
の翻訳後修飾がそれらの処理に対して安定であると信じられるためである。これによって
、目的のポリペプチド上の抗原性エピトープに対する炭水化物およびグリコシル化部位の
相対的寄与をよりよく理解することができる。また、脱グリコシルによってポリペプチド
集団（例えばサンプル中に存在する目的のナトリウム利尿ペプチドまたはフラグメントの
集団で、当業者に周知の方法で配列と関係づけることができるもの）における相違をより
理解することができ、これは糖残基の除去によって、観察される集団における相違がアミ
ノ酸含量ではなく糖含量の相違によるものでありうるかどうかの疑念が取り除かれるため
である。
【００８５】
　ペプチドから糖を除去する上記の方法を天然型（非変性）ポリペプチドおよび／または
以下のポリペプチドの変性物（denaturation）に用いてもよい。共有結合した炭水化物残
基をナトリウム利尿ペプチドから除去するために酵素処理、非酵素処理、または両方の処
理のいずれを用いる場合でも、好ましくはこの処理によって少なくとも約50%、より好ま
しくは少なくとも約60%、更に好ましくは少なくとも約70%、更により好ましくは少なくと
も約80%、最も好ましくは少なくとも約90%から約100%の炭水化物残基が、グリコシル化さ
れた目的のナトリウム利尿ペプチドの１つ以上、好ましくは全てから除去される。ポリペ
プチドのグリコシル化の程度はポリペプチドの見かけの質量をポリペプチドを構成するア
ミノ酸の質量と比較し、見かけの質量の差し引き分がグリコシル化によるものであると仮
定することによって測定できる。他の修飾（例えば酸化、ニトロ化、リン酸化）が起こっ
ていたことが知られている事象において、これらの他の修飾が寄与する質量を見かけの質
量から控除してもよい。その後、脱グリコシル処理後のポリペプチドの見かけの質量を測
定することによって炭水化物残基除去の程度をモニタリングすることができる。ポリペプ
チドの見かけの質量の測定法（例えばSDSゲル電気泳動、分析用遠心分離、ゲル浸透クロ
マトグラフィー、質量分析など）は当業者に周知である。
【００８６】
　それらのグリコシル化されたナトリウム利尿ペプチドを含有するサンプルが本明細書に
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定義する試験サンプルであってもよい。それらのサンプル中に存在するグリコシル化され
たナトリウム利尿ペプチドは天然に（例えば患者由来のサンプル中に）存在するものであ
るか、または標準サンプルであってもよい。それらの標準物質の調製に使用されるナトリ
ウム利尿ペプチドは多くの場合、活性なグリコシル化機能を有する哺乳動物組織培養系で
組換えによって発現させる。
【００８７】
　脱グリコシルに次いで、当業者は当該分野で周知の任意のアッセイ法を用いてもよい。
それらのアッセイ法でアフィニティー分離、ゲル電気泳動、キャピラリー電気泳動、液体
クロマトグラフィー、および／またはHPLCのような分離法を用いて、検出のために目的の
分析物を分離してもよい。好ましい態様では、イムノアッセイ装置および方法を種々のサ
ンドイッチ、競合、または非競合アッセイフォーマットで使用し、目的の１つ以上のナト
リウム利尿ペプチドの存在または量に関係するシグナルを発生させる。
【００８８】
　更に、質量分析法をアッセイ法の一部として便宜に使用してもよい。“質量分析”また
は“MS”という用語はその質量対電荷比（または“m/z”）に基づいてイオンをフィルタ
リング、検出、および測定する方法をいう。一般に、１つ以上の目的の分子をイオン化し
、次いでイオンを質量分析装置内へ導入し、磁場と電場の組合せによってイオンは質量（
“m”）および電荷（“z”）に基づいた空間中の経路をたどる。例えば以下参照：米国特
許第6,204,500号（"Mass Spectrometry From Surfaces" ）；米国特許第6,107,623号（"M
ethods and Apparatus for Tandem Mass Spectrometry"）；米国特許第6,268,144号（"DN
A Diagnostics Based On Mass Spectrometry"）；米国特許第6,124,137号、（"Surface-E
nhanced Photolabile Attachment And Release For Desorption And Detection Of Analy
tes"）； Wrightら, "Proteinchip surface enhanced laser desorption/ionization (SE
LDI) mass spectrometry: a novel protein biochip technology for detection of pros
tate cancer biomarkers in complex protein mixtures," Prostate Cancer and Prostat
ic Diseases 2: 264-76 (1999)；および、MerchantおよびWeinberger, "Recent advancem
ents in surface-enhanced laser desorption/ionization-time of flight-mass spectro
metry," Electrophoresis 21: 1164-67 (2000)参照（それぞれ、全ての表、図面、および
特許請求の範囲を含め、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）。試験サンプル
中の分子（例えばペプチド）は当業者に周知の任意の方法でイオン化できる。これらの方
法には、限定されるわけではないが電子イオン化法、化学イオン化法、高速原子衝撃イオ
ン化法、電解脱離法、およびマトリックス支援レーザー脱離イオン化法（“MALDI”）、
表面増強レーザー脱離イオン化法（“SELDI”）、光子イオン化法、エレクトロスプレー
法、および誘導結合プラズマ法がある。
【００８９】
　ある種の態様では、上記のMS法をアフィニティー精製段階（例えば１つ以上の目的のポ
リペプチドに特異的に結合する抗体への結合）と併用する。例えばNelsonら, Anal. Chem
., 67: 1153, 1995；Tubbsら, Anal. Biochem. 289: 26, 2001；Niederkoflerら, Anal. 
Chem. 73: 3294, 2001参照。
【００９０】
　糖タンパク質の１つの特徴は典型的なグリカンの不均一性である。所定の糖タンパク質
の個々の分子がポリペプチド鎖の同じ結合位置に異なる炭水化物を保持していることは非
常によく起こることである。炭水化物残基における構造変化によって、糖型と呼ばれる別
個の分子サブセットが形成される。種々の分離法では、それらの不均一性により、多様な
目的のポリペプチドの電荷および質量の相違、並びに／または多様な目的のポリペプチド
の結合マトリクス（例えば抗体）への結合の相違のために分析は実質的に複雑になる。更
に炭水化物は、容易にプロトン化されるタンパク質のような化合物ほど効率的にイオン化
されず、また気相への移行も効率的でないと考えられる。
【００９１】
　従って好ましい態様では、本明細書に記載する方法によって、１つ以上の目的のナトリ
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ウム利尿ペプチドから１つ以上の共有結合した炭水化物残基を除去することなく同じアッ
セイ段階を行った場合に比較して、より高度な目的のナトリウム利尿ペプチドの検出を行
うことができる。本明細書で使用する“高度な検出”という用語は、特定の目的のナトリ
ウム利尿ペプチドの１つ以上に関してアッセイ法から得られるシグナルが高いことをいう
。それらの高シグナルは、全ての目的のナトリウム利尿ペプチドを検出する能力が高いこ
とを表しうる。例えば、１つ以上の目的のナトリウム利尿ペプチドのある種のグリコシル
化型には結合しない抗体によって、それらのナトリウム利尿ペプチドの濃度が過小評価さ
れうる；または１つ以上の目的のナトリウム利尿ペプチドのある種のグリコシル化型のイ
オン化効率が低いことによって、MSのアッセイシグナルでそれらのナトリウム利尿ペプチ
ドの濃度が過小評価されうる。脱グリコシルによってアッセイシグナルは高くなりうる。
そのようにシグナルが高くなることは、１つ以上の特定の型の目的のナトリウム利尿ペプ
チドを検出する能力が高いことを表しうる。例えばグリカンの不均一性によって、ある分
離法（例えば質量および／または電荷に基づくもの）において１つのポリペプチドが複数
の異なる画分に分離されうる。脱グリコシルによってそれらの異なる画分が１つの画分に
合一され、それによってその画分はより良好なアッセイシグナルを発生しうる。
【００９２】
　種々の態様で、１つ以上の目的のナトリウム利尿ペプチドの検出が１つ以上の目的のナ
トリウム利尿ペプチドから１つ以上の共有結合した炭水化物残基を除去せずに行った同じ
アッセイ段階に比較して高いことは、アッセイシグナルが少なくとも約5%、より好ましく
は少なくとも約10%、より好ましくは少なくとも約20%、より好ましくは少なくとも約50%
、更に好ましくは少なくとも約100%、そして最も好ましくは少なくとも約200%以上上昇す
ることによって評価される。
【００９３】
　本明細書における“１つ以上の共有結合した炭水化物残基の除去”という用語は、必ず
しも存在する炭水化物残基をポリペプチドから除去するために酵素処理または非酵素薬剤
処理を使用することを意味しない。むしろ１つ以上の共有結合した炭水化物残基が欠失し
たポリペプチドを生成させるためのいずれの方法も含むことを意味する。例えば固相合成
法を用いて、それらの抗体スクリーニング法で使用するための炭水化物残基を全く含まな
いポリペプチドを生成してもよい。少なくとも約50%、より好ましくは少なくとも約60%、
より好ましくは少なくとも約70%、更に好ましくは少なくとも約80%、そして最も好ましく
は少なくとも約90%から約100%の炭水化物残基を目的のグリコシル化されたナトリウム利
尿ペプチドの１つ以上、好ましくは全てから除去し、本明細書に記載するスクリーニング
法に使用する。
【００９４】
抗体の選択
　プロBNPおよび成熟BNPの分解状態に感受性または非感受性である抗体の生成および選択
を行うにはいくつかの方法がある。例えば１つの方法は目的のフラグメントを精製するか
、または（例えば当該分野で周知の固相ペプチド合成法を使用して）目的のフラグメント
を合成する。例えばGuide to Protein Purification, Murray P. Deutcher編, Meth. Enz
ymol. Vol 182 (1990)；Solid Phase Peptide Synthesis, Greg B. Fields編, Meth. Enz
ymol. Vol 289 (1997); Kisoら, Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 38: 1192-99, 1990；Most
afaviら, Biomed. Pept. Proteins Nucleic Acids 1: 255-60, 1995；Fujiwaraら, Chem.
 Pharm. Bull. (Tokyo) 44: 1326-31, 1996参照。次いで、選択したポリペプチドを（例
えばマウスまたはウサギに）注射し、ポリクローナルまたはモノクローナル抗体を産生さ
せる。当業者に認識されるように、抗体産生のための多くの方法がある（例えばAntibodi
es, A Laboratory Manual, Ed Harlow and David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory
 (1988), Cold Spring Harbor, N.Y.）。当業者に認識されるように、抗体を模倣する結
合フラグメントまたはFabフラグメントは種々の方法によって遺伝情報から調製すること
もできる（Antibody Engineering: A Practical Approach (Borrebaeck, C.編), 1995, O
xford University Press, Oxford；J. Immunol. 149, 3914-3920 (1992)）。
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【００９５】
　更に、多くの文献がファージディスプレー法の使用による選択した標的への結合のため
のポリペプチドの生成およびライブラリースクリーニングについて報告している。例えば
Cwirlaら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 6378-82, 1990；Devlinら, Science 249, 4
04-6, 1990, ScottおよびSmith, Science 249, 386-88, 1990；およびLadnerら, 米国特
許第5,571,698号参照。ファージディスプレー法の基本コンセプトはスクリーニングすべ
きポリペプチドをコードするDNAとポリペプチド間の物理的結合の構築である。この物理
的結合は、ポリペプチドをコードするファージゲノムを封入するキャプシドの一部として
ポリペプチドを表示するファージ粒子によって提供する。ポリペプチドとその遺伝物質間
の物理的結合の構築によって、異なるポリペプチドを保有する非常に多くのファージの同
時マススクリーニングが可能となる。標的に親和性のあるポリペプチドを提示するファー
ジは標的と結合し、それらのファージは標的に対するアフィニティースクリーニングによ
って濃縮される。それらのファージから提示されるポリペプチドの同定はその各々のゲノ
ムから行うことができる。次いでこれらの方法を用いて、目的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慣例的な方法で大量合成できる。例えば米国特
許第6,057,098号（全ての表、図面、および特許請求の範囲を含むその全体が参照により
本明細書に組み込まれる）参照。
【００９６】
　その後これらの方法で生成された抗体を、精製された目的のナトリウム利尿ペプチド（
例えばプロBNPまたはそのフラグメントの１つ）との親和性および特異性に関する第１の
スクリーニングによって選択し、必要によりその結果を、結合から除去することが所望さ
れるナトリウム利尿ペプチドと抗体との親和性および特異性と比較してもよい。スクリー
ニング法はマイクロタイタープレートの分離されたウェルに精製されたナトリウム利尿フ
ラグメントを固定化することを含んでもよい。次いで、可能性のある抗体または抗体群を
含む溶液をそれぞれのマクロタイターウェルに注入し、約30分から2時間インキュベート
する。その後マイクロタイターウェルを洗浄し、標識された２次抗体（例えば産生させた
抗体がマウス抗体である場合、アルカリホスファターゼにコンジュゲートさせた抗マウス
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、色素反応によって固定化されたナトリウム利尿ペプチドおよびフラグメントに対する
抗体がどこに存在するかを明らかにする。同様の方法を使用してグリコシル化非感受性抗
体をスクリーニングしてもよい。この場合、スクリーニングは１つ以上の炭水化物残基を
含有する、および欠失する、精製されたナトリウム利尿フラグメントを用いて行ってもよ
い。
【００９７】
　その後、選択したアッセイで、そのようにして同定された抗体を目的のナトリウム利尿
ペプチドに対する親和性および特異性に関して更に分析してもよい。標的タンパク質のイ
ムノアッセイの開発において、精製された標的タンパク質は標準物質として作用し、これ
によって選択された抗体を用いるイムノアッセイの感度および特異度を判定する。種々の
抗体の結合親和性は多様であり、ある種の抗体対は（例えばサンドイッチアッセイで）互
いに立体的あるいはその他の様式で干渉する場合があるため、抗体のアッセイ挙動は抗体
の絶対的な親和性および特異性より重要な基準でありうる。
【００９８】
　当業者に認識されるように、抗体または結合フラグメントの生成、並びに種々のナトリ
ウム利尿ペプチドの親和性および特異性のスクリーニングおよび選択のために多くの方法
がとられるが、これらの方法は本発明の意図を変更するものではない。
【００９９】
マーカーパネルにおけるナトリウム利尿ペプチドの利用
　疾病の診断、特に鑑別診断のための１つ以上のマーカーを同定する方法および系がこれ
までに報告されてきた。疾病状態の診断に有用なマーカーを同定するための好適な方法は
米国特許出願第10/331,127号（“METHOD AND SYSTEM FOR DISEASE DETECTION USING MARK
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ER COMBINATIONS”（代理人整理番号071949-6802、2002年12月27日出願）（全ての表、図
面、および特許出願の範囲を含むその全体が参照により本明細書に組み込まれる）に詳述
されている。当業者に認識されるように、マーカーの単変量解析を行い、複数のマーカー
の単変量解析から得たデータを合わせて、種々の疾病状態を鑑別するためのマーカーパネ
ルを生成することができる。
【０１００】
　診断に有用なマーカーパネルの開発において、一定のマーカーの存在またはレベルに関
する試験によって、可能性のある多くのマーカーに関するデータを被験体群から得てもよ
い。被験体群を２群に分け、好ましくは第１群および第２群はそれぞれ約同数の被験体を
有する。第１群は、疾病を有する、またはより一般的には症状の第１段階にあることが確
認されている被験体を含む。例えばこの第１群の患者は最近発症した患者であるか、また
は特定の型の疾病を有する患者であってもよい。症状の確認は、より厳密および／または
高価な試験（例えばMRIまたはCT）によって行ってもよい。以下、この第１群の被験体を
“疾病を有する”と記載する。
【０１０１】
　第２群の被験体は単に第１群に分類されない被験体である。この第２群の被験体は“非
疾病”、すなわち健常者であってもよい。あるいは、この第２群の被験体は“疾病を有す
る”被験体が呈する症状に類似した症状または一連の症状を示すように選択してもよい。
更に別の選択肢としてこの第２群は、発症から種々の時点にあるものであってもよい。
【０１０２】
　それらの群の被験体から得られるデータには複数のマーカーのレベルがあり、本発明の
目的では、個別に、または群として測定されるナトリウム利尿ペプチドの１つ以上のフラ
グメントがある。好ましくは同じ群のマーカーに関するデータが各患者から得られる。こ
のマーカー群には、特定の疾病または症状の検出に関係があると考えられうる全ての候補
となるマーカーが含まれる。実際に関連性が既知である必要はない。本明細書に記載する
方法および系の態様を使用して、候補マーカーのいずれが疾病または症状の診断に最も関
連性が高いかを確認してもよい。２群の被験体におけるそれぞれのマーカーのレベルは、
例えばガウス分布のように、広範にわたって分布しうる。しかしながら、分布に適合する
必要はない。
【０１０３】
　多くの場合、マーカーによって疾病または非疾病患者を断定的に同定することはできな
い。例えばある患者のマーカーレベルがオーバーラップした領域に含まれると測定された
場合、試験結果は患者の診断に有効ではない。人為的なカットオフを用いて陽性試験結果
と陰性試験結果を区別し、疾病または症状の検出を行ってもよい。カットオフをどこに選
択するかにかかわらず、診断ツールとしての１つのマーカーの有効性は影響を受けない。
カットオフ値の変更は単に、１つのマーカーの使用に起因する偽陽性数と偽陰性数間のト
レードオフである。そのようなオーバーラップを有する試験の有効性は、多くの場合ROC
（Receiver Operating Characteristic；受信者動作）曲線を用いて表される。ROC曲線は
当業者に周知である。
【０１０４】
　ROC曲線の横軸は（1-特異度）を表し、これは偽陽性の割合に伴って増加する。曲線の
縦軸は感度を表し、これは真陽性の割合に伴って増加する。従って選択した特定のカット
オフに関して、（1-特異度）の値を測定し、相当する感度を得てもよい。ROC曲線下面積
は、測定したマーカーレベルによって正確な疾病または症状の同定が行える可能性の度合
いである。従ってROC曲線下面積を用いて試験の有効性を判定できる。
【０１０５】
　上述のように、１つのマーカーレベルの測定ではその有用性が限定されうる。更に別の
マーカーの測定によって追加の情報が得られるが、２つの関連していない可能性のある測
定値のレベルを好適に組み合わせるのには困難が伴う。本発明の態様にかかる方法および
系では、疾病患者群および非疾病群に関する種々のマーカーのレベルに関連するデータを
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用いて、有効なパネル応答が得られるようなマーカーパネルを開発してもよい。データは
Microsoft Access、Oracleのようなデータベース、他のSQLデータベース、または単なる
データファイルとして得てもよい。データベースまたはデータファイルは、例えば患者の
識別子（例えば名前または番号）、存在する種々のマーカーのレベル、および患者が疾病
を有するか否かを含んでもよい。
【０１０６】
　次に、各マーカーについて、最初に人為的なカットオフ領域を選択してもよい。カット
オフ領域の位置はいずれの時点で選択してもよいが、その選択は以下に記載する最適化過
程に影響を与えうる。この点に関して、最適な位置と考えられる付近を選択することによ
って、最適化の実施者はより迅速に収束を行うことができうる。好ましい方法では、初め
にカットオフ領域を２群の患者のオーバーラップ領域の中央付近に集中させる。ある態様
では、カットオフ領域は単にカットオフ点であってもよい。他の態様では、カットオフ領
域はゼロを超える長さを有してもよい。この点に関して、カットオフ領域は中央値および
長さで定義してもよい。実践では、最初のカットオフ領域の限界の選択はあらかじめ選択
した各被験体群の百分率に従って決定してもよい。例えば、あらかじめ選択した疾病患者
の百分率の測定値より高い点を、カットオフ領域の右（上）限として使用してもよい。
【０１０７】
　次いで各患者の各マーカー値を指標に対してマッピングする。指標の一方はカットオフ
領域より低い値、他方はカットオフ領域より高い値とする。例えば、マーカー値が一般的
に非疾病者で低く、疾病患者で高い場合、ゼロ指標を特定のマーカーの低値とし、これは
陽性診断の可能性が潜在的に低いことを示している。他の態様では、指標は多項式に基づ
いて算出してもよい。多項式の係数は疾病患者および非疾病者間のマーカー値の分布に基
づいて算出してもよい。
【０１０８】
　種々のマーカーの相対的重要度は重み係数で示してもよい。まず重み係数を各マーカー
の係数としてもよい。カットオフ領域の場合と同じように、重み係数の最初の選択はいず
れの許容しうる値で選択してもよいが、その選択は最適化過程に影響を与えうる。この点
に関しては、最適な位置であると考えられる付近を選択することによって、最適化の実施
者はより迅速に収束を行うことができうる。好ましい方法では、許容される重み係数を０
から１の間とし、各マーカーの重み係数の初期値を0.5としてもよい。好ましい態様では
、各マーカーの重み係数の初期値はそのマーカーそのものの有効性と関係してもよい。例
えば１つのマーカーに関してROC曲線を作成し、ROC曲線下面積をそのマーカーの重み係数
の初期値として用いてもよい。
【０１０９】
　次に、２つの群のそれぞれにおいて、各被験者についてパネル応答を算出してもよい。
パネル応答は、各マーカーレベルをマッピングする指標と、各マーカーの重み係数との関
数である。好ましい態様では、各被験者（ｊ）に関するパネル応答（Ｒ）は以下のように
表される：
Rj = Σ wiIi,j,
式中、ｉはマーカーインデックスであり、ｊは被験者インデックスであり、wiはマーカー
ｉの重み係数であり、Ｉは被験者ｊについてのマーカーｉのマーカーレベルをマッピング
する指標値であり、そしてΣは全ての候補マーカーｉの合計である。
【０１１０】
　マーカー値ではなく指標値を使用する利点の一つは、マーカーレベルが極度に高い、ま
たは低いことによって、その特定のマーカーに関する疾病または非疾病の診断の可能性が
変化することがないことである。一般に、あるレベル以上のマーカー値はある種の疾病状
態を示す。そのレベル以上のマーカー値は同じ確実性を示す。従って、極度に高いマーカ
ー値がその疾病状態の可能性が極度に高いということを示さない場合もありうる。カット
オフ領域の片側で一定である指標を用いることによって、この問題が回避される。
【０１１１】
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　パネル応答もまた、マーカーレベルおよび他の因子（例えば患者の人種および性別）を
含むいくつかのパラメーターの一般関数でありうる。パネル応答に関与する他の因子には
一定時間にわたる特定のマーカー値の傾きがありうる。例えば、患者が最初に病院に到着
した時点で特定のマーカーを測定する。１時間後に同じマーカーを再び測定し、レベル変
化をパネル応答に反映させる。更に、更に別のマーカーが他のマーカーから誘導されても
よく、パネル応答の値に寄与してもよい。例えば２つのマーカー値の割合がパネル応答の
算出における係数であってもよい。
【０１１２】
　各被験者群の各被験者についてのパネル応答が得られたら、各群のパネル応答の分布を
分析してもよい。目的関数を定義して、有効なパネルの選択を容易にしてもよい。目的関
数は、一般にパネルの有効性を示すものであるべきであり、例えば疾病群患者のパネル応
答と非疾病群のパネル応答のオーバーラップによって表してもよい。このように、例えば
オーバーラップを最小化することによって、パネルの有効性が最大となるように目的関数
を最適化してもよい。
【０１１３】
　好ましい態様では、２群の被験者のパネル応答を表すROC曲線を用いて目的関数を定義
してもよい。例えば、目的関数はROC曲線下面積を反映してもよい。曲線下面積を最大に
することによって、マーカーパネルの有効性を最大にすることができる。別の態様では、
ROC曲線の他の特徴を用いて目的関数を定義してもよい。例えば、ROC曲線の傾きが１に等
しくなる点は有用な特徴でありうる。他の態様では、感度および特異度の積が最大となる
点（ニー（knee）と呼ばれることもある）を用いてもよい。ある態様では、ニーでの感度
が最大でありうる。更に別の態様では、既定の特異度レベルでの感度を用いて目的関数を
定義してもよい。他の態様では既定の感度レベルでの特異度を用いてもよい。更に別の態
様では、これらのROC曲線の特徴の２つ以上を併用してもよい。
【０１１４】
　パネル中のマーカーの一つが、診断されるべき疾病または症状に特異的であってもよい
。それらのマーカーが一定の閾値より高い、または低い場合、“陽性”の試験結果が得ら
れるようにパネル応答を設定してもよい。しかしながら、閾値が満足なものではない場合
であっても、マーカーのレベルを目的関数の可能な寄与因子として用いることができる。
【０１１５】
　最適化アルゴリズムを用いて目的関数を最大化または最小化してもよい。最適化アルゴ
リズムは当業者に周知であり、それらにはいくつかの一般に利用できる最小化または最大
化関数、例えばシンプレックス法および他の制約付き最適化法がある。当業者に理解され
るように、ある最小化関数は局所的最小点ではなく大域的最小点の探索において他のもの
より優れている。最適化の過程では、各マーカーのカットオフ領域の位置およびサイズを
変化させることによって、マーカー当たり少なくとも２自由度を与えてもよい。本明細書
ではそれらの可変パラメーターを独立変数と記載する。好ましい態様では、各マーカーの
重み係数を最適化アルゴリズムの反復にわたって変化させてもよい。種々の態様において
、これらのパラメーターの順列を独立変数として用いてもよい。
【０１１６】
　上記のパラメーターに加え、各マーカーのセンス（sense）も独立変数として用いても
よい。例えば多くの場合、ある種のマーカーのレベルが高いことが一般に疾病状態を示し
ているのか非疾病状態を示しているのか、未知であり得る。それらの場合、最適化過程で
両側についての検討を行うのが有用であり得る。実際には、これはいくつかの方法で実施
される。例えばある態様では、センスは全く分離した独立変数であって、最適化過程で正
と負を逆にしてもよい。あるいはまた、センスは重み係数を負にして行ってもよい。
【０１１７】
　同様に、最適化アルゴリズムはある種の制約を伴って与えられてもよい。例えば得られ
るROC曲線が特定の値より高い曲線下面積となるように制約を与えてもよい。曲線下面積
が0.5であるROC曲線は完全に区別不能であり、曲線下面積が1.0であれば２つの群は完全
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に分離していることを示している。従って、特に目的関数に曲線下面積が組み込まれない
場合、許容される最小値（例えば0.75）を制約として用いてもよい。他の制約には、特定
のマーカーの重み係数に対する制限がある。更なる制約により、全ての重み係数の和を特
定の値（例えば1.0）に制限してもよい。
【０１１８】
　最適化アルゴリズムの反復は一般に、制約を満たしつつ目的関数を最小化または最大化
するように独立パラメーターを変化させる。最適化過程で反復数を制限してもよい。更に
、目的関数における２つの連続する反復間の差異が既定の閾値未満となり、それによって
最適化アルゴリズムが局所的最小または最大領域に達したことが示された時点で最適化過
程を終了してもよい。
【０１１９】
　従って、最適化過程は指標に対してマーカー値をマッピングするための、各マーカーの
重み係数およびカットオフ領域を含むマーカーパネルを提供してもよい。測定が必要とさ
れるマーカーレベルがより少ない低コストの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。この点において、パネル中の各マーカーの効果的寄与を確認
し、マーカーの相対的重要度を同定してもよい。ある態様では、最適化過程から得られた
重み係数を用いて各マーカーの相対的重要度を求めてもよい。最も係数の低いマーカーを
除いてもよい。
【０１２０】
　ある場合には、重み係数の低さが重要度の低さを示していないこともある。同様に、重
み係数の高さが重要度の高さを示していないこともある。例えば関連するマーカーが診断
に無関係である場合、最適化過程によって高い係数が得られうる。この場合、係数を無理
に低くする利点はない。この係数の変化は目的関数の値に影響を与えないかもしれない。
【０１２１】
治療計画の作成のためのナトリウム利尿ペプチドの使用
　本明細書に記載する種々のナトリウム利尿ペプチドのような有用な診断または予後指標
は、医師が治療計画の選択肢から選択を行う助けとなる。例えば急性冠症候群後にトロポ
ニンＴまたはＩが上昇した患者は、有効な抗血小板療法および抗血栓療法、並びに血管再
建術を含む早期の積極的戦略によって特定の利益が得られると考えられる。Hammら, N. E
ngl. J. Med. 340: 1623-9 (1999)；Morrowら, J. Am. Coll. Cardiol. 36: 1812-7 (200
0)；Cannonら, Am. J. Cardiol. 82: 731-6 (1998)。更に、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還元酵素阻害剤療法で特定の利益を得られると考えられ
る。Ridkerら, Circulation 98: 839-44 (1998)。うっ血性心不全患者において、ACE阻害
剤はBNPレベルを用量依存的に低下させうることが予備的研究で示唆されている。Van Vel
dhuisenら, J. Am. Coll. Cardiol. 32: 1811-8 (1998)。
【０１２２】
　同様に、１つ以上のナトリウム利尿ペプチドのレベルに基づく“患者に合わせた（tail
oring）”利尿および血管拡張療法によって予後が改善されうる。例えばTroughtonら, La
ncet 355: 1126-30 (2000)参照。最後に、16患者についての１回の予備的研究で明らかに
なったところによれば、Ｑ波ＭＩ後のプラセボではなくACE阻害剤に対するランダム化は
それに続く６ヶ月間にわたるBNPレベルの低下と関係があった。Motwaniら, Lancet 341: 
1109-13 (1993)。BNPは有用な心臓および腎臓効果を有する拮抗（counter-regulatory）
ホルモンであるため、BNP濃度の変化は心室機能の向上および心室壁張力の低下を反映す
ると考えられる。近年の論文はNTプロBNPおよびBNPアッセイの相関を明らかにしている（
Fischerら, Clin. Chem. 47: 591-594 (2001)）。ナトリウム利尿ペプチド（個別の場合
も、またはマーカー群としてみなす場合も）の濃度を指針として利尿および血管拡張療法
を行い、患者の予後を改善できる。更に、患者の予後指標として使用するためのナトリウ
ム利尿ペプチド（個別の場合も、またはマーカー群としてみなす場合も）の測定は本発明
の範囲内に含まれる。
【０１２３】
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　うっ血性心不全で入院した患者に関する最近の研究で、BNPの連続測定によって、１回
の測定に比較して多くの予後情報が得られうることが示唆されている。すなわち、治療後
にBNPが低下すれば、上昇したままの場合に比較して良好な予後であることが、アッセイ
によって明らかになる。Chengら, J. Am. Coll. Cardiol. 37: 386-91 (2001)。従って、
本発明にかかるナトリウム利尿ペプチドの連続測定によって、患者におけるマーカーの予
後診断および／または診断価値が上昇し、従ってこれは本発明の範囲に含まれる。
【０１２４】
アッセイ測定法
　試験サンプル中のポリペプチドまたはタンパク質の検出および分析のための多くの方法
および装置が当業者に知られている。好ましい態様では、多くの場合、イムノアッセイ装
置および方法を使用する。例えば米国特許第6,143,576号、第6,113,855号、第6,019,944
号、第5,985,579号、第5,947,124号、第5,939,272号、第5,922,615号、第5,885,527号、
第5,851,776号、第5,824,799号、第5,679,526号、第5,525,524号、および第5,480,792号
参照（それぞれ、全ての表、図面、および特許請求の範囲を含め、その全体が参照により
本明細書に組み込まれる）。これらの装置および方法では、種々のサンドイッチ、競合、
または非競合アッセイフォーマットで、標識された分子を用いて目的の分析物の存在また
は量に関係するシグナルを生じさせてもよい。更に、ある種の方法および装置（例えばバ
イオセンサーおよび光学イムノアッセイ）を用いて、標識された分子を必要とせずに分析
物の存在または量を測定してもよい。例えば米国特許第5,631,171号および第5,955,377号
参照（それぞれ、全ての表、図面、および特許請求の範囲を含め、その全体が参照により
本明細書に組み込まれる）。当業者に認識されるように、ロボット装置（それに限定され
るわけではないがBeckman Access、Abbott AxSym、Roche ElecSys、Dade Behring Stratu
sシステムがある）は本明細書に記載するイムノアッセイを行う能力のあるイムノアッセ
イ分析装置に含まれる。マーカーへの抗体の特異的免疫学的結合は直接または間接的に検
出できる。直接標識には抗体に結合した蛍光または発光タグ、金属、色素、放射性核種な
どがある。間接標識には当該分野で周知の種々の酵素、例えばアルカリホスファターゼ、
ホースラディッシュペルオキシダーゼなどがある。
【０１２５】
　１つ以上のポリペプチドに特異的な固定化された抗体の使用も本発明で企図される。抗
体は種々の固相担体、例えば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
個所の表面（例えばマイクロタイタープレートのウェル）、固体基質物質または膜の小片
（例えばプラスチック、ナイロン、紙）などに固定化してもよい。抗体または配列させた
複数の抗体を固相担体上にコーティングしてアッセイストリップを調製してもよい。次い
でこのストリップを試験サンプルに浸漬した後、素早く洗浄および検出段階を行い、測定
可能なシグナル（例えば有色点）を生成させる。
【０１２６】
　複数のポリペプチドの分析を個別に、または１つの試験サンプルで同時に行ってもよい
。個別または逐次アッセイに好適な器具には臨床検査分析器、例えばElecSys (Roche)、A
xSym (Abbott)、Access (Beckman)、ADVIA（登録商標）CENTAUR（登録商標）(Bayer)イム
ノアッセイシステム、NICHOLS ADVANTAGE（登録商標）(Nichols Institute)イムノアッセ
イシステムなどがある。好ましい器具またはタンパク質チップは１つの表面上で複数のポ
リペプチドの同時アッセイを行うものである。特に有用な物理的フォーマットには、複数
の異なる分析物を検出するための複数の分離した、アドレス可能な位置を有する表面が含
まれる。それらのフォーマットに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およびIlag, J. Cell Mol. Med. 6: 329-340 (2002)参照）、およびある
種のキャピラリー装置（例えば米国特許第6,019,944号参照）がある。これらの態様では
、それぞれの分離した表面位置は１つ以上の分析物（例えば１つ以上の本発明のポリペプ
チド）を固定化するための抗体を含み、それぞれの位置で検出が行われてもよい。あるい
はまた、表面は、表面の分離した位置に固定化された１つ以上の分離した粒子（例えばマ
イクロ粒子またはナノ粒子）を含み、マイクロ粒子は検出のために分析物（例えば１つ以
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上の本発明のポリペプチド）を固定化する抗体を含んでもよい。
【０１２７】
　更に、当業者に認識されるように、同じ個体由来の（例えば連続的時点での）複数のサ
ンプルを試験することは価値がある。それらの連続的サンプルの試験によって、一定時間
にわたるポリペプチドレベルの変化を同定できる。ポリペプチドレベルの増加または低下
、並びにそれらのレベルが変化しないことによって、疾病状態に関する有用な情報が得ら
れるが、それらには、限定されるわけではないが以下がある：事象の発生からのおおよそ
の時間の同定、救済可能な組織の存在および量、薬剤治療の妥当性、再潅流または症状の
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種々の型の疾病の識別、
事象の深刻度の同定、疾病の重症度の同定、および未来事象のリスクを含む患者の転帰の
同定。
【０１２８】
　上記のポリペプチドからなり、必要により疾病の診断、予後診断、または鑑別に有用な
他のタンパク質マーカーを含むパネルを構築して、鑑別診断に関係する関連情報を得ても
よい。それらのパネルを構築して1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、15、20、もしくはそ
れ以上、または個別の分析物（１つ以上の本発明のポリペプチドを含む）を検出してもよ
い。当業者は１つの分析物または分析物のサブセットの分析を実施し、種々の臨床設定に
おいて臨床感度または特異度を最適化することができる。これらには、限定されるわけで
はないが通院（ambulatory）、救急（urgent care）、救命救急、集中治療、モニタリン
グユニット、入院患者、外来患者、診察室（physician office）、診療所、および健康診
断設定がある。更に、当業者は上記の設定のそれぞれにおいて、１つの分析物または分析
物のサブセットを診断閾値の調整と合わせて用いることによって臨床感度および特異度を
最適化することができる。アッセイの臨床感度をアッセイが正確に予測する疾病を有する
者のパーセントで定義し、アッセイの特異度をアッセイが正確に予測する疾病を有さない
者のパーセントと定義する（Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 第2版, Carl Burt
isおよびEdward Ashwood編, W.B. Saunders and Company, p. 496）。
【０１２９】
　分析物の分析は同様に種々の物理的フォーマットで実施できる。例えばマイクロタイタ
ープレートまたは自動化の使用により、大量の試験サンプルの処理を容易にできる。ある
いはまた、１つのサンプルフォーマットを開発して、例えば救急輸送または緊急治療室の
設定で直ちに緊急治療および診断を行うことができる。
【０１３０】
　ある態様では、アッセイから得られるシグナルは１つ以上のナトリウム利尿ペプチドの
存在または量に関係している必要はない；むしろ、疾病の存在もしくは非存在、または疾
病に関係する将来的な有害事象の可能性に直接関係していてもよい。例えば、シグナルの
レベルxはサンプル中にy pg/mLのナトリウム利尿ペプチドが存在していることを示してい
るかもしれない。その場合、表はそのナトリウム利尿ペプチドy pg/mLがうっ血性心不全
を示していることを示唆しうる。どれだけの量のナトリウム利尿ペプチドが存在するかを
測定せずに、単にシグナルレベルxをうっ血性心不全に直接関係づけることも同様に有効
であり得る。それらのシグナルは好ましくはイムノアッセイから本発明の抗体を用いて得
るが、他の方法も当業者に周知である。
【０１３１】
　上記のように、サンプルは、採取した瞬間からナトリウム利尿ペプチドまたはそのフラ
グメントを分解し続けうる。従って１つ以上のプロテアーゼ阻害剤をアッセイ前にサンプ
ルに添加するのが便宜であり得る。多くのプロテアーゼ阻害剤が当業者に知られており、
代表的な阻害剤は例えばThe Complete Guide for Protease Inhibition, Roche Molecula
r Biochemicals（1999.6.3改訂） 、http://www.roche-applied-science.com/fst/produc
ts.htm?/prod＿inf/manuals/protease/prot＿toc.htm、およびヨーロッパ特許出願第0301
3792.1号（EP 1 378 242 A1として出願）に掲載されている（それぞれ、その全体が参照
により本明細書に組み込まれる）。種々の金属プロテアーゼおよびカルシウム依存性プロ
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テアーゼが血液由来のサンプル中に存在することが知られているため、EGTAおよび／また
はEDTAのようなキレート剤はプロテアーゼ阻害剤としても作用する。更に、またはその代
替として、中性エンドペプチダーゼおよび／またはジペプチジルペプチダーゼの阻害剤を
使用してもよい。
【実施例】
【０１３２】
　以下の実施例は本発明を例証するためのものである。これらの実施例は本発明の範囲を
制限するものではない。
【０１３３】
実施例１：血液サンプリング
　血液は好ましくは20ゲージ針（multi-sample needle）および真空管を用い、静脈穿刺
によって回収するが、少量の場合は指先穿刺、足底面穿刺、耳たぶ穿刺などでも十分であ
る。全血採取では、訓練を受けた研究者がEDTAを含有する血液採取管に血液標本を採取す
る。血清回収では、訓練を受けた研究者がトロンビンを含有する血液回収管に血液標本を
採取する。血液を5-10分間凝固させ、遠心分離で血清を不溶性物質から分離する。血漿回
収では、訓練を受けた研究者がクエン酸塩を含有する血液採取管に血液標本を採取し、12
分間以上遠心分離する。サンプルは使用まで4℃で保存するか、より長期の保存には-20℃
以下で凍結してもよい。全血は好ましくは凍結しない。
【０１３４】
実施例２：BNP3-108の発現
　ヒトBNP3-108の5’末端の配列およびヒトプロBNPの３’末端のコード配列に相当するよ
うにPCRプライマーを構築した（Genbank　受託番号M31776）。５’PCRプライマーは、翻
訳開始部位に加え、マウスカッパ鎖シグナル配列のコドンをヒトプロBNPの第３のアミノ
酸のすぐ上流に、インフレームで導入する。アウター５’プライマーはその５’末端にEc
oRI部位およびすぐ上流の配列に相当する21塩基対のベクター配列を含有した。３’プラ
イマーは、組換えタンパク質の精製を容易にするためのタグのコドンをコード配列の末端
および停止コドンの間に導入し、それらはFLAGペプチドタグおよび金属キレートアフィニ
ティークロマトグラフィーに好適な第２のタグであった。アウター３’プライマーはその
５’末端に、６塩基のNotI部位およびすぐ下流の配列を含む約20ヌクレオチドのベクター
配列を含有した。構築したこれらのプライマーの５’末端のベクター配列は、T4 DNAポリ
メラーゼ処理の際に１本鎖のオーバーハングとなり、これはベクター上のものに特異的か
つ相補的である。
【０１３５】
　BNP3-108遺伝子挿入断片の第一次PCR増殖を、以下を含有する50μl反応液中で行った：
50pmolの５’プライマー、50pmolの３’プライマー、1.25ユニットのExpandポリメラーゼ
（Roche Diagnostics, Indianapolis, IN）、5μlの2mM dNTP、5μlのExpand反応バッフ
ァー、1μlのClontech Quick-clone ヒト脾臓cDNA（Clontech Laboratories, Palo Alto,
 CA）（テンプレートとして）に水を加えて50μlとする。米国特許第6,057,098号の実施
例18に記載されるようにPerkin-Elmerのサーマルサイクラーで反応を行った。得られたPC
R産物を第２のPCR増幅のテンプレートとして使用し、クローニングのための隣接するベク
ター配列を添加した。以下の反応混液でPCR増幅を実施した（ｘ２）：それぞれ100pmolの
５’プライマー、100pmolの３’プライマー、2.5ユニットのExpandポリメラーゼ、10μl
の2mM dNTP、10μlの10x Expand反応バッファー、1μlのプライマリーPCR反応液（テンプ
レートとして）を含有し、水で100μlとした。米国特許第6,057,098号の実施例17に記載
されるようにPCR産物を沈殿させ、アガロースゲル電気泳動で分画し、完全長の産物をゲ
ルから切り出し、精製し、水に再懸濁した。
【０１３６】
　NotIおよびEcoRIでの消化によって挿入断片を得られるようにクローニングベクターを
構築した。挿入断片およびEcoRI/NotI消化したベクター（1.0μgのDNA）を1μl（1U/μl
）のT4 DNAポリメラーゼで30℃、4分間消化した。70℃で10分間インキュベートし、T4 DN
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Aポリメラーゼを熱不活性化した。サンプルを冷却し、軽く遠心分離し、45ngの消化した
挿入断片を新たなマイクロチューブ内で100ngの消化したベクターに添加した。1.0μlの1
0xアニーリングバッファーを添加した後、水で容量を10μlとした。混合液を70℃で2分間
加熱し、20分間にわたって室温まで冷却し、挿入断片とベクターをアニールさせた。アニ
ールしたDNAを蒸留水で１対４に希釈し、米国特許第6,057,098号の実施例8に記載される
ように30μlのエレクトロコンピテントE. coli株、DH10B（Invitrogen, Carlsbad, CA）
にエレクトロポレーションした。
【０１３７】
　形質転換した細胞を2xYT培養液で1.0mlに希釈し、10μl、100μl、300μlをアンピシリ
ン（75μg/ml）を補足したLB寒天培地に播種し、37℃で一晩増殖させた。コロニーを採取
し、2x YT（75μg/mlアンピシリン）中、37℃で一晩増殖させた。翌日、グリセロールス
トック液を-80℃で長期保存するために調製した。シーケンシングを行ってBNP3-108クロ
ーンの配列を確認した。ヒトBNP3-108のトランスフェクション並びにその後の発現および
精製に好適なプラスミドを、EndoFree Plasmid Mega Kitを用い、製造者の推奨に従って
調製した（Qiagen, Valencia, CA）（クローン proBNP4.2）。
【０１３８】
　細胞をproBNP4.2プラスミドで形質転換し、いくつかの形質転換からの細胞培養液をプ
ールし、EDTA未含有プロテイナーゼ阻害剤混合液を添加し（Roche Applied Science, Ind
ianapolis, IN）、3500rpmで20分間遠心分離し、上清をBNP3-108の精製のために確保した
。上清（1.6L）を調整して15mMイミダゾールとし、NiCl2を負荷させたChelating Fast Fl
ow樹脂6ml（Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ）を添加し、2.5時間インキュ
ベートした。上清をカラムに通して樹脂を捕捉および充填（pack）した。カラムをBBS（2
0mM ホウ酸塩、150mM NaCl、0.01% NaN3）（10mMイミダゾール）で洗浄し、BBS（200mMイ
ミダゾール）で溶出した。溶出物をBBSで25mlとし、5mlの抗FLAGイムノアフィニティー樹
脂（Sigma, St. Louis, MO）を充填してBBSで平衡化しておいたカラムに負荷した。カラ
ムをBBSで洗浄し、4mlの0.1Mグリシンバッファー（pH3.0）でBNP3-108を溶出した。溶出
物にNaClを添加して150mMとし、2M TRISを用いてpHを8.0とし、サンプルをBBS（pH8.0）
に対して透析した。精製したタンパク質は約0.2mg/mlであり、アリコートを-80℃で保存
した。米国特許第6,057,098号の実施例9に記載されるようにBNP3-108をビオチニル化した
。
【０１３９】
実施例３：組換え抗体の調製
抗原でのマウスの免疫化およびマウス脾臓からのRNAの精製
　２種のマウスを用いて免疫化した：Balb/c（Charles River Laboratories, Wilmington
, Mass.）およびA/J (Jackson Laboratories, Bar Harbor, Me.）。10検体のマウスそれ
ぞれについて、0日目、14日目、および28日目にアジュバント（例えばフロイント完全ア
ジュバントまたはQuil A）中のタンパク質50μgを用いて抗原の腹腔内接種を行った。マ
ウスの血液を後眼窩洞（retro-orbital sinus）への穿刺で採取した。42および43日目に5
0μgのタンパク質で追加免役した。
【０１４０】
　45日目に脾臓を回収し、浸軟させ、粘稠性の全ての細胞が溶解されるまで18ゲージの針
を通して脾臓懸濁液を吸引した後、遠心チューブに移した。サンプルを２つの遠心チュー
ブに等量ずつ分け、以下を順に添加した（各添加後は反転させて混合した）：100μlの2M
酢酸ナトリウム（pH4.0）、1.0mlの水飽和フェノール（Fisher Scientific, Pittsburgh,
 Pa.）、200μlのクロロホルム／イソアミルアルコール（49：1）（Fisher Scientific, 
Pittsburgh, Pa.）。溶液をボルテックスで10秒間撹拌し、氷上に15分間放置した。2-8℃
で14,000rpm、20分間遠心分離した後、水相を新たなチューブに移した。等量の水飽和フ
ェノール／クロロホルム／イソアミルアルコール（50:49:1）を添加し、チューブを10秒
間ボルテックスにかけた。氷上に15分間放置した後、サンプルを2-8℃で20分間遠心分離
し、水相を新たなチューブに移し、等量のイソプロパノールを用いて-20℃で最低30分間
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沈殿させた。4℃で14,000rpm、20分間遠心分離した後、上清を吸引除去し、チューブを軽
く遠心し、全ての液体痕を除去した。
【０１４１】
　得られたRNAペレットをそれぞれ300μlの溶液Dに溶解し、合一し、等量のイソプロパノ
ールを用いて-20℃で最低30分間沈殿させた。サンプルを4℃で14,000rpm、20分間遠心分
離し、前のように上清を吸引除去し、サンプルを100μlの氷冷70%エタノールで洗浄した
。サンプルを再び遠心分離し（14,000rpm、20分間、4℃）、70%エタノール溶液を吸引除
去し、RNAペレットを真空乾燥した。ペレットを100μlの滅菌蒸留水に再懸濁し、RNAを-8
0℃で保存した。
【０１４２】
相補DNA（cDNA）の調製
　上記のように精製した総RNAをcDNA調製のためのテンプレートとして直接使用した。RNA
（50μg）を無菌水で希釈して100μLとし、10μLの130ng/mLオリゴdT12を添加した。サン
プルを70℃で10分間加熱した後、氷上で冷却した。40μLの5xファーストストランドバッ
ファー（Gibco/BRL, Gaithersburg, Md.）、20μLの0.1Mジチオトレイトール（Gibco/BRL
, Gaithersburg, Md.）、10μLの20mMデオキシヌクレオシド３リン酸（dNTP’、 Boehrin
ger Mannheim, Indianapolis, Ind.）および10μLの水を方丈で氷上で添加した。その後
、37℃で2分間インキュベートした。10μLの逆転写酵素（Superscript II, Gibco/BRL, G
aithersburg, Md.）を添加し、37℃で1時間、インキュベーションを継続した。cDNA産物
をポリメラーゼ連鎖反応（PCR）に直接用いた。
【０１４３】
PCRによるcDNAの増幅
　PCRを用いて実質的に全てのHおよびL鎖遺伝子を増幅するために、実質的に全ての報告
されている配列に対応するようにプライマーを選択した。実質的にU.S.2003104477に記載
されるようにして、33オリゴヌクレオチドを合成してH鎖の5’プライマーとし、29オリゴ
ヌクレオチドを合成してカッパL鎖の5’プライマーとした。PCRでの増幅は、それぞれの5
’および3’プライマー対について個別に行った。50pmolの5’プライマー、50pmolの3’
プライマー、0.25μLのTaq DNAポリメラーゼ（5ユニット/μL、Boehringer Mannheim, In
dianapolis, Ind.）、3μLのcDNA（実施例２に記載）、5μLの2mM dNTP’、5μLの10x Ta
q DNAポリメラーゼバッファー（MgCl2含有）（Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind
.）、およびH2O（50μLとする）を用い、各プライマー対について50μLで反応を行った。
次いで、3’プライマーのみを用いてPCR過程のdsDNA産物で非対称PCRを行い、実質的に標
的遺伝子のアンチセンス鎖のみを生成させた。
【０１４４】
ssDNAの高速液体クロマトグラフィー精製およびssDNAのキナーゼ処理（kinasing）
　H鎖ss-PCR産物およびL鎖ss-PCR産物に2.5容量のエタノールおよび0.2容量の7.5M酢酸ア
ンモニウムを添加し、-20℃で最低30分間インキュベートしてエタノール沈殿を行った。
エッペンドルフ遠心機を用いて2-8℃で14,000rpm、10分間遠心分離を行い、DNAのペレッ
トを得た。上清を注意深く吸引し、チューブを再度、軽く遠心した。ピペットで上清を完
全に除去した。DNAを中温で10分間真空乾燥した。H鎖およびL鎖産物を210μLの水中で別
々にプールした。高速液体クロマトグラフィー（HPLC）でssDNAを精製し、HPLCから溶出
したssDNAを0.5分の画分に回収した。ssDNAを含有する画分について、上記のようにエタ
ノール沈殿を行い、ペレットを得、乾燥した。乾燥したDNAペレットを200μLの無菌水中
にプールした。
【０１４５】
　突然変異誘発のための調製で、必要により、ssDNAの5’末端をキナーゼ処理した。24μ
Lの10xキナーゼバッファー（United States Biochemical, Cleveland, Ohio）、10.4μL
の10mMアデノシン-5’-３リン酸（Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind.）、および
2μLのポリヌクレオチドキナーゼ（30ユニット/μL、United States Biochemical, Cleve
land, Ohio）、を各サンプルに添加し、チューブを37℃で1時間インキュベートした。チ
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ューブを70℃で10分間インキュベートして反応を停止させた。平衡化したフェノール（pH
>8.0、United States Biochemical, Cleveland, Ohio）-クロロホルム-イソアミルアルコ
ール（50：49：1）で１回、クロロホルム：イソアミルアルコール（49：1）で１回抽出し
てDNAを精製した。抽出後、上記のようにDNAのエタノール沈殿を行い、ペレットを得た。
【０１４６】
抗体ファージディスプレーベクター
　抗体ファージディスプレーベクターには、実質的にHuse（WO 92/06024）に記載される
ように、ベクターに挿入したマウスモノクローナルFabフラグメントの重鎖および軽鎖を
コードするDNA配列を含有させた。第１の誘導クローニングベクターを生成するために、
オリゴヌクレオチド特異的突然変異誘発によってH鎖およびL鎖の可変領域を欠失させた（
Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488 (1985)；Kunkelら, Methods. Enzymol. 15
4:367 (1987)）。これらの変異によって各鎖のCDR1の5’末端からCDR3の3’末端までの領
域が欠失し、DNA配列が添加されてここでタンパク質の翻訳が停止する。得られるクロー
ニングベクターをBS11と記載する。
【０１４７】
　BS11を変化させて本発明のスクリーニング法で使用するクローニングベクターを生成し
た。重鎖および偽遺伝子VIII配列間のアンバー終止コドンを除去し、全ての重鎖が遺伝子
VIIIタンパク質を有する融合タンパク質として発現されるようにした。L鎖の3’末端およ
びアルカリホスファターゼシグナル配列の5’末端間の配列中にあるHindIII制限酵素部位
を欠失させた。LおよびH鎖のカルボキシル末端の鎖間システイン残基をセリン残基に変化
させた。lacプロモーターの5’側および偽陽性遺伝子VIII配列の3’側にある本質的でな
いDNA配列を欠失させた。転写停止DNA配列をL鎖クローニング部位でベクターに添加した
。最後にタンパク質タグのDNA配列を種々のベクターに添加し、多価ファージの濃縮を金
属キレートクロマトグラフィーによって、またはデカペプチドタブおよびデカペプチドタ
グに結合する固定化された抗体を有する磁性ラテックスを用いたアフィニティー精製によ
って行った。
【０１４８】
エレクトロポレーションによるE. coliの形質転換
　エレクトロコンピテントE. coli細胞を氷上で解凍した。DNAを20-40μLのエレクトロコ
ンピテント細胞と混合するために、ピペットで気泡が入らないように注意しながら細胞を
2-3回、穏やかに出し入れした。ここでも気泡が入らないように注意しながら、細胞を氷
上に放置しておいたGene Pulserキュベット（0.2 cmギャップ, BioRAD, Hercules, Calif
.）に移した。キュベットをE. coli Pulser（BioRAD, Hercules, Calif.）に配し、製造
者の推奨に従い、電圧を1.88kVに設定してエレクトロポレーションを行った。形質転換し
たサンプルを直ちに2x YT培養液で1mlに希釈した。
【０１４９】
実施例４：ビオチニル化抗原および抗体の調製
　タンパク質抗原または抗体を、最低100容量の20mMホウ酸塩、150mM NaCl、pH8（BBS）
に対して、2-8℃で少なくとも４時間透析した。バッファーを少なくとも１回交換した後
、ビオチニル化した。タンパク質抗原または抗体とビオチン-XX-NHSエステル（Molecular
 Probes, Eugene, OR、40mM／ジメチルホルムアミドのストック溶液）（最終濃度1mM）を
室温で１時間反応させた。１時間後、タンパク質抗原または抗体をBBSに対して大規模に
（extensively）透析し、未反応の小分子を除去した。
【０１５０】
実施例５：アルカリホスファターゼ-抗原コンジュゲートの調製
　アルカリホスファターゼ（AP, Calzyme Laboratories, San Luis Obispo, Calif.）を
、最低100容量のカラムバッファー（50mMリン酸カリウム、10mMホウ酸塩、150mM NaCl、1
mM MgSO4（pH7.0））に対して2-8℃で少なくとも4時間透析した。APを使用する前にバッ
ファーを少なくとも２回交換した。APをカラムバッファーで５mg/mLに希釈した。20：1の
SMCC：AP比を用いてAPとスクシンイミジル4-(N-マレイミドメチル）シクロヘキサン-1-カ
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ルボキシレート（SMCC、Pierce Chemical Co., Rockford, Ill.）を反応させた。SMCCを
アセトニトリルに溶解して20mg/mLとし、ボルテックスにかけるか迅速に撹拌しながらAP
に添加する際に84倍に希釈した。溶液を室温に90分間放置した後、ゲル濾過クロマトグラ
フィー（G50 Fine, Pharmacia Biotech, Piscataway, N.J.）を用い、カラムバッファー
で平衡化したカラムで未反応のSMCCおよび低分子量の反応産物をAPから分離した。
【０１５１】
　タンパク質抗原を最低100容量の20mMリン酸カリウム、4mMホウ酸塩、150mM NaCl、pH7.
0に対して、2-8℃で少なくとも4時間透析した。抗原を使用する前にバッファーを少なく
とも２回交換した。20：1モル比のSPDP：抗原を用いて抗原とN-スクシンイミジル3-[2-ピ
リジルジチオ]プロピオネート（SPDP、Pierce Chemical Co., Rockford, Ill.）を反応さ
せた。SPDPをジメチルホルムアミドに溶解して40mMとし、ボルテックスにかけながら抗原
に希釈した。溶液を室温で90分間放置し、タウリン（Aldrich Chemical Co., Milwaukee,
 Wis.）を最終濃度20mMまで添加して5分間反応をクエンチングした。ジチオトレイトール
（Fisher Scientific, Pittsburgh, Pa.）を最終濃度1mMで30分間タンパク質に添加した
。ゲル濾過クロマトグラフィーを用い、50mMリン酸カリウム、10mMホウ酸塩、150mM NaCl
、0.1mMエチレンジアミン四酢酸（EDTA、Fisher Scientific, Pittsburgh, Pa.）pH7.0で
平衡化したカラムで低分子量の反応産物を抗原から分離した。
【０１５２】
　APおよび抗原を等モル比で混合した。室温で2時間反応させた。コンジュゲートを、1%
ウシ血清アルブミン（30% BSAから。Bayer, Kankakee, Ill.）、10mMトリス、150mM NaCl
、1mM MgCl2、0.1mM ZnCl2、0.1%ポリビニルアルコール（80%加水分解。Aldrich Chemica
l Co., Milwaukee, Wis.）pH8.0を含有するブロック溶液で0.1mg/mLまで希釈した。
【０１５３】
実施例６：キーホールリンペットヘモシアニンおよびウシ血清アルブミンとのペプチドコ
ンジュゲートの調製
　キーホールリンペットヘモシアニン（KLH）コンジュゲートの調製は本質的に米国特許
第6,057,098号の実施例21の記載に従い、以下の変更を加えて行った：KLH-SMCCを２倍過
剰のペプチドチオール（特定のシステイン含有ペプチド90%、およびペプチドのN末端およ
びペプチドのC末端にシステインを有するPADREペプチド各5%から成る）（Alexanderら, I
mmunity 1: 751-761, 1994からのペプチド1024.03）と反応させた。
【０１５４】
　ペプチドとウシ血清アルブミン（BSA）とのコンジュゲートは本質的に米国特許第6,057
,098号の実施例21の記載に従って調製した。BSAビオチンペプチドコンジュゲートの調製
は、まずBSAをビオチニル化し（米国特許第6,057,098号の実施例9）、次いでペプチドと
コンジュゲートさせて行った。
【０１５５】
実施例７：アビジン磁性ラテックスの調製
　磁性ラテックス（Estapor, 10% solids, Bangs Laboratories, Fishers, Ind.）を完全
に懸濁させ、15mlのコニカルチューブに2mlアリコートを注入した。磁性ラテックスを12m
lの蒸留水に懸濁し、磁石を用いて10分間、溶液から分離した。磁石中に静置しつつ、10m
L無菌ピペットを用いて液体を注意深く除去した。この洗浄過程を３回繰り返した。最終
洗浄後、ラテックスを2mlの蒸留水に懸濁した。別の50mlコニカルチューブで、10mgのア
ビジン-HS（NeutrAvidin, Pierce, Rockford, Ill.）を18mlの40mMトリス、0.15M塩化ナ
トリウム、pH7.5（TBS）に溶解した。ボルテックスにかけながら2mlの洗浄した磁性ラテ
ックスを希釈したアビジン-HSに添加し、混合液を更に30秒間ボルテックスで撹拌した。
この混合液を45℃で2時間、30分毎に撹拌しながらインキュベートした。上記のように磁
石を用いてアビジン磁性ラテックスを溶液から分離し、20ml BBSで３回洗浄した。最終洗
浄後、10mlのBBSにラテックスを再懸濁し、4℃で保存した。
【０１５６】
　使用の直前にアビジン磁性ラテックスをパニングバッファー（40mMトリス、150mM NaCl
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、20mg/mL BSA、0.1% Tween20（Fisher Scientific, Pittsburgh, Pa.）、pH7.5）で平衡
化した。パニング実験に必要とされるアビジン磁性ラテックス（200μl／サンプル）を無
菌の15ml遠心チューブに添加し、パニングバッファーで10mlとする。チューブを10分間磁
石上に配し、ラテックスを分離した。上記のように10mL無菌ピペットを用いて溶液を注意
深く除去した。磁性ラテックスを10mLのパニングバッファーに再懸濁し、２回目の洗浄を
開始した。磁性ラテックスをパニングバッファーで合計３回洗浄した。最終洗浄後、ラテ
ックスをパニングバッファーに再懸濁し、最初のアリコート容量とした。
【０１５７】
実施例８：ポリクローナルファージの濃縮
　以下のペプチドを、コンジュゲートに使用するためにカルボキシル末端システインを含
有させてチオールを提供するように合成した：BNP1-8（HPLGSPGSC)；BNP1-12 (HPLGSPGSA
SDLC）；BNP3-10（lgspgsasc）；およびBNP3-14（lgspgsasdletc）。
【０１５８】
BNP3-108に特異的なポリクローナルファージの濃縮
　第１ラウンドの抗体ファージは、概ね米国特許第6,057,098号の実施例７に記載される
ように、KLHおよびPADRE（pan-DR T-ヘルパーエピトープ）にコンジュゲートさせたBNP3-
10で免疫化したマウスから単離したRNAから調製した。概ね米国特許第6,057,098号の実施
例16に記載されるように、抗体ファージサンプルをアビジン磁性ラテックスでパニングし
た。SMCCリンカーを介してBSA-ビオチンにコンジュゲートさせたBNP3-14（BSAの最終濃度
5X10-9 M）を用いて第１ラウンドの抗体ファージサンプル（5個の異なる脾臓からの10検
体）を選択し、SMCCアームに特異的な抗体を除去するために10-6 M BSA-SMCCを添加した
。溶出したファージを7F11磁性ラテックスで濃縮した後、BSA-ビオチンにコンジュゲート
させたBNP3-14（BSAの最終濃度5X10-9 M）および10-6 M BSA-SMCCで２回目のパニングを
行った。第２ラウンドのパニングから溶出したファージをプールし、第３ラウンドのパニ
ングをBSA-ビオチンにコンジュゲートさせたBNP3-14（BSAの最終濃度1X10-9 M）を用いて
行い、BSAにコンジュゲートさせた未標識のBNP1-12（2X10-7 M BSA）を添加して3-10ペプ
チドのN末端に特異的でない抗体を除去した。第４および最終ラウンドの選択を、BNP3-10
8ビオチン（最終濃度1X10-8 M）で行った。概ね米国特許第6,057,098号の実施例18に記載
されるように、選択したファージをプラスミド発現ベクターにサブクローニングした。
【０１５９】
BNP1-108に特異的なポリクローナルファージの濃縮
　第１ラウンドの抗体ファージは、概ね米国特許第6,057,098号の実施例７に記載される
ように、KLHおよびPADREにコンジュゲートさせたBNP1-12で免疫化したマウスから単離し
たRNAから調製した。概ね米国特許第6,057,098号の実施例16に記載されるように、抗体フ
ァージサンプルをアビジン磁性ラテックスでパニングした。BSA-ビオチンにコンジュゲー
トさせたBNP1-8（BSAの最終濃度5X10-9 M）を用いて第１ラウンドの抗体ファージサンプ
ル（5個の異なる脾臓からの10検体）を選択し、SMCCアームに特異的な抗体を除去するた
めに最終濃度10-6 M BSA-SMCCを添加した。溶出したファージを7F11磁性ラテックスで濃
縮した後、BSA-ビオチンにコンジュゲートさせたBNP1-8（BSAの最終濃度5X10-9 M）に最
終濃度10-6 MのBSA-SMCCを添加して２回目のパニングを行った。第２ラウンドのパニング
から溶出したファージサンプルをプールし、第３ラウンドのパニングをプールしたファー
ジを用いて上記のように行った。第４ラウンドの選択を、BSA-ビオチンにコンジュゲート
させたBNP1-8（BSAの最終濃度1X10-9 M）を用い、BSAにコンジュゲートさせた未標識のBN
P3-14（BSAの最終濃度2X10-7 M）の存在下で行い、N末端の1-12ペプチドに特異的でない
抗体を除去した。第５ラウンドの選択は、ビオチンにコンジュゲートさせたBNP1-108（最
終濃度1x10-8 M）を用いて行った。第６および最終ラウンドの選択はビオチンにコンジュ
ゲートさせたBNP1-108（最終濃度1X10-9 M）および未標識のBNP3-108（最終濃度5X10-7 M
）を用いて行った。概ね米国特許第6,057,098号の実施例18に記載されるように、選択さ
れたファージサンプルをプラスミド発現ベクターにサブクローニングした。
【０１６０】



(36) JP 2008-512685 A 2008.4.24

10

20

30

40

50

実施例９：生化学アッセイ
　目的のBNP種を標準的なイムノアッセイ法によって測定する。これらの方法はタンパク
質標的に特異的に結合する抗体の使用を含む。１つ以上の型のBNPに対する抗体（例えばB
NP1-108-特異的またはBNP3-108-特異的抗体）を、N-ヒドロキシスクシンイミドビオチン
（NHS-ビオチン）を抗体当たり約５NHS-ビオチン部分の割合で用いてビオチニル化する。
次いでビオチニル化した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に添加
し、プレートに結合しないビオチニル化抗体を除去する。これによってマイクロタイター
プレートに抗BNP固相が形成される。別の抗BNP抗体（例えばBNP77-108の一部に対する）
を標準的な方法で、SMCCおよびSPDP（Pierce, Rockford, IL）を用いてアルカリホスファ
ターゼにコンジュゲートさせる。TECAN Genesis RSP 200/8 Workstationでイムノアッセ
イを行う。試験サンプル（10μL）をマイクロタイタープレートのウェルにピペッティン
グし、60分間インキュベートする。次いでサンプルを除去し、ウェルを洗浄バッファー（
150mM NaCl、0.1%アジ化ナトリウム、および0.02% Tween-20を含有する20mMホウ酸塩（pH
7.42）から成る）で洗浄する。その後、アルカリホスファターゼ-抗体コンジュゲートを
ウェルに添加し、更に60分間インキュベートし、その後抗体コンジュゲートを除去し、ウ
ェルを洗浄バッファーで洗浄する。基質（AttoPhos（登録商標）, Promega, Madison, WI
）をウェルに添加し、蛍光産物の生成速度を試験サンプル中のBNP濃度と関係づける。
【０１６１】
　BNP77-108に結合する抗体と対にしたBNP3-108特異的抗体を用いて、最初の２つの残基
が欠失したプロBNPフラグメント（“BNP3-xxフラグメント”と記載する）に特異的になる
ようにサンドイッチイムノアッセイを構築した。BNP3-108を標準として用い、検出可能な
最小レベル（“mdl”）は150pg/mLと算出された。うっ血性心不全患者および健常者から
採取したサンプルで測定されたプロBNPフラグメントレベルは以下の通りであった。
【０１６２】
【表１】

【０１６３】
実施例１０：質量分析法によるナトリウム利尿ペプチドの分析
抗体捕捉表面の調製
　3μLの抗体溶液（0.25mg/mLの抗BNPモノクローナル抗体／ホウ酸バッファーpH8.0（“B
BS”））をPS10 ProteinChipアレイ（Ciphergenカタログ番号C553-0044）の好適なスポッ
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トに適用し、チップを恒湿器内に入れ、20℃で3時間穏やかに撹拌する。抗体溶液を除去
し、アレイスポットを3μLの1.5mg/mL BSA／0.1% Triton X-100／0.5M Tris-HCl pH8.0で
２回洗浄する。２回目の洗浄の際、チップを撹拌せずに20℃で3時間、恒湿器に入れた。
この洗浄後、アレイを5mM HEPES pH7.5に浸漬し、過剰のバッファーを除去する。
【０１６４】
BNPの捕捉
　BIOMEC自動ピペッティングステーション（Beckman Instruments）を用いてアレイを以
下で洗浄した：150μLの1% Triton X-100／BBS（10分間）；150μLの10% PEG300／0.1% T
riton X-100／BBS（10分間）；そして150μLの0.2% Triton X-100／BBS（5分間）を３回
。40μLの0.2% Triton X-100／BBSおよび40μLの脱グリコシルサンプル（またはコントロ
ールサンプル）を適用し、穏やかに撹拌しながら4℃で一晩インキュベートする。
【０１６５】
エネルギー吸収マトリクスおよびMS分析の適用
　このインキュベーション後、以下のようにアレイを洗浄する：150μLの1M尿素／0.1% C
HAPS／0.3M KCl／50mM Tris-HCl pH7.5（１分間）を３回；および300μLの5mM HEPES pH7
.5（３秒間）を３回。過剰のバッファーを除去し、光沢が見えなくなるまでアレイを風乾
する。低分子量の分析（M/Z<6000）では、0.5%トリフルオロ酢酸（Pierceカタログ番号28
904）／50%アセトニトリル（Pierceカタログ番号20062）に混合した20%α-シアノ-4-ヒド
ロキシ桂皮酸（CHCA, Ciphergenカタログ番号28904）1μLをエネルギー吸収マトリクス（
“EAM”）として好適なスポットに適用する。高分子量の分析（M/Z>6000）では、1μLの5
0%シナピン酸（SPA、Ciphergenカタログ番号C300-0002）（0.5%トリフルオロ酢酸／50%ア
セトニトリルに混合）をEAMとして好適なスポットに適用する。スポットを風乾し、再び
好適なEAMの1μL滴を適用する。
【０１６６】
　MSスペクトルにはCiphergen ProteinChip測定器モデルPBS IICが必要である。低分子量
分析では以下の装置パラメーターを使用する：高質量は70kDaに設定し、2kDaから15kDaま
で最適化する；初期レーザー強度は165に設定する；初期検出感度は９に設定する；質量
デフレクターを１kDaに設定する；捕捉方法はSELDI定量法とする；"SELDI acquisition p
arameters"=26、"delta"=10、"transients per"=18、"ending position"=76；および"war
ming positions with 5 shots at intensity"=175。高分子量分析では以下の装置パラメ
ーターを使用する：高質量は70kDaに設定し、3kDaから30kDaまで最適化する；初期レーザ
ー強度は200に設定する；初期検出感度は９に設定する；質量デフレクターを2kDaに設定
する；捕捉方法はSELDI定量法とする；"SELDI acquisition parameters"=24、"delta"=10
、"transients per"=13、"ending position"=74；および"warming positions with 3 sho
ts at intensity"=210。
【０１６７】
　本発明について、当業者がこれを生成および使用するために十分詳細に記述および例証
したが、種々の変更、修飾、および改良は本発明の意図および範囲を逸脱することなく明
白である。
【０１６８】
　当業者に認識されるように、本発明は目的を実施し、記載した結果および利点、並びに
それに内在するものを得るのに十分適合される。本明細書に提供する実施例は好ましい態
様の典型であり、例であって、本発明の範囲を制限することを意図しない。当業者はその
修飾および他の使用を着想しうる。それらの修飾は本発明の意図に含まれ、特許請求の範
囲で定義される。
【０１６９】
　当業者に容易に認識されるように、本発明の範囲および意図から逸脱することなく種々
の置換および修飾を本明細書に開示する発明に施してもよい。
【０１７０】
　本明細書に記載した全ての特許および文献は本発明が属する分野の通常の技術者のレベ
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ルを示している。全ての特許および文献は、個々の文献が参照により具体的かつ個別に組
み込まれるのと同程度に、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１７１】
　本発明について本明細書に適切に例証として記載したが、これは任意の要素、制限が欠
如した形で実施してもよいが、それらについては本明細書に特記しない。従って例えば本
明細書中のそれぞれの事例において、“を含む”、“本質的から成る”、および“から成
る”という用語は、互いに他の２つの用語のいずれかで置き換えてもよい。使用した用語
および表現は、制限のためではなく記述のための用語として使用したものであり、それら
の用語および表現の使用にあたっては表示および記載する特長の同等物またはその一部の
いずれを除外することも意図せず、認識されるように請求する本発明の範囲内で種々の修
飾が可能である。従って、好ましい態様および他の特長を用いて本発明について具体的に
記載したが、当業者は本明細書に記載するコンセプトの修飾および変更を行ってもよく、
それらの修飾および変更は添付する特許請求の範囲で定義される本発明の範囲内に含まれ
ると見なされることは理解されるべきである。
【０１７２】
　他の態様を別記の特許請求の範囲に記載する。
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