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(57)【要約】
　本発明は、ＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰおよびそれらの断片を検出するための免疫アッセイに
関する。このアッセイは実質的に以下の工程を包含する：　ａ）抗原を、ＢＮＰ分子のア
ミノ酸１１番～２２番に対応する断片またはそこに含まれる少なくとも３個のアミノ酸残
基を包含する部分配列からなるペプチドに特異的な第１抗体と接触させて、１次免疫複合
体を得、ｂ）工程（ａ）で得た１次免疫複合体を、１次免疫複合体を認識する抗体であっ
て、遊離のＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰ、または遊離の第１抗体を認識することができない第２
抗体と接触させて、２次免疫複合体を得、そしてｃ）２次免疫複合体を検出する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰ、およびそれらの断片からなる群より選ばれる不安定な抗原をサ
ンプルから検出するための、以下の工程を包含する免疫アッセイの方法。
　　　（ａ）抗原を、ＢＮＰ分子の11ＦＧＲＫＭＤＲＩＳＳＳＳ22（配列番号３）断片ま
たはそこに含まれる少なくとも３個のアミノ酸残基を包含する部分配列からなるペプチド
に特異的な第１抗体と接触させて、１次免疫複合体を得、
　　　（ｂ）工程（ａ）で得た１次免疫複合体を、１次免疫複合体を認識する抗体であっ
て、遊離のＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰやそれらの断片、または遊離の第１抗体を認識すること
ができないか、１次免疫複合体を認識する際の親和性の１０分の１以下の低い親和性でも
って認識する抗体である第２抗体と接触させて、２次免疫複合体を得、そして
　　　（ｃ）２次免疫複合体の形成を検出する。
【請求項２】
　ＢＮＰ分子の11ＦＧＲＫＭＤＲＩＳＳＳＳ22断片またはそこに含まれる少なくとも３個
のアミノ酸残基を包含する部分配列からなるペプチドに特異的な、モノクローナル抗体。
【請求項３】
　ＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰまたはそれらの断片、およびＢＮＰ分子の11ＦＧＲＫＭＤＲＩＳ
ＳＳＳ22断片またはそこに含まれる少なくとも３個のアミノ酸残基を包含する部分配列か
らなるペプチドに特異的な抗体からなる１次免疫複合体に特異的な、モノクローナル抗体
。
【請求項４】
　ＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰ、およびそれらの断片からなる群より選ばれる抗原をサンプルか
ら検出するための、以下の（ａ）と（ｂ）を含む免疫アッセイキット。
　　　（ａ）ＢＮＰ分子の11ＦＧＲＫＭＤＲＩＳＳＳＳ22（配列番号３）断片またはそこ
に含まれる少なくとも３個のアミノ酸残基を包含する部分配列からなるペプチドに特異的
であり、且つ該抗原と共に１次免疫複合体を形成しうる第１抗体、および
　　　（ｂ）工程（ａ）で得た１次免疫複合体を認識し、該抗原と第１抗体によって形成
されたＢＮＰの第２エピトープに特異的であり、且つ該１次免疫複合体と共に２次免疫複
合体を形成しうる抗体であって、遊離のＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰやそれらの断片、または遊
離の第１抗体を認識することができないか、１次免疫複合体を認識する際の親和性の１０
分の１以下の低い親和性でもって認識する抗体である第２抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は免疫アッセイに関し、不安定な抗原を検出するための免疫アッセイの方法を提
供する。本発明の方法は、ＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰおよびそれらの断片の検出に特に適して
いる。
【背景技術】
【０００２】
　ＢＮＰとｐｒｏＢＮＰは、臨床において広く使用されている、心不全（ＨＦ）の信頼性
の高いマーカーである。ＢＮＰまたはｐｒｏＢＮＰ分子由来のＢＮＰ断片の異なるエピト
ープに特異的な２種のモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体を使用する数種のサ
ンドウィッチ免疫アッセイ（従来のアッセイ）が、文献に記載されている。
【０００３】
　ＢＮＰ分子は、水溶液中では急速に免疫学的活性を喪失する非常に不安定な分子として
知られている。このような活性の喪失は、通常、ペプチドのタンパク分解と関連している
。抗原の定性的または定量的な免疫検出に一般的に用いられているサンドウィッチ免疫ア
ッセイは、２種以上の異なるエピトープのそれぞれに特異的な２種以上の抗体を使用する
。エピトープ間の距離が長いほど、抗体に対応する複数のエピトープの間にタンパク分解
部位が含まれる確率が上昇するため、抗原のタンパク分解に対するアッセイの感受性が上
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昇する。それとは逆に、エピトープが互い近くに位置しているほど、エピトープ間で分子
のタンパク分解性開裂が生じる確率も減少する。
【０００４】
　非常に小さな分子を対象とした免疫アッセイ方法に関する記載もあり、そこには抗メタ
タイプ抗体と呼ばれる抗体の使用も含まれている。このような方法は、例えばジゴキシン
の検出（Self et al, 1994, Clin. Chem. 40:2035-2041）およびアンジオテンシンIIの検
出（Towbin et al, 1995, J. Immunol. Meth. 181:167-176）について開示されている。
【０００５】
　しかしながら、このような方法は非常に特異的なモノクローナル抗体を必要するため、
種々の検体に応用することは簡単ではない。
【０００６】
発明の詳細な説明
　本願明細書に、ヒト血液中のＢＮＰおよびｐｒｏＢＮＰの定量化のための免疫アッセイ
について記載する。このアッセイを「不均等サンドウィッチ法」と命名した。このアッセ
イは、全ての不安定な抗原の免疫検出に応用可能である。
【０００７】
　本願で開示する免疫アッセイは２種の異なるモノクローナル抗体を使用する。ＢＮＰま
たはｐｒｏＢＮＰの検出において、第１モノクローナル抗体（モノクローナル抗体２４Ｃ
５）は、ＢＮＰのアミノ酸残基１１番～２２番（11ＦＧＲＫＭＤＲＩＳＳＳＳ22）（ｐｒ
ｏＢＮＰのアミノ酸残基８７番～９８番に対応）を包含する領域（またはこの領域の一部
分）に特異的である（図１）。第２抗体（即ち、モノクローナル抗体Ａｂ－ＢＮＰ２とＡ
ｂ－ＢＮＰ４）はシグナル発生成分によって標識されており、第１抗体と抗原（ＢＮＰ、
ｐｒｏＢＮＰまたはそれらの断片であって、該断片は、アミノ酸残基11ＦＧＲＫＭＤＲＩ
ＳＳＳＳ22またはこのアミノ酸配列内の少なくとも３個のアミノ酸残基を包含するもので
ある）からなる免疫複合体を認識する。第２抗体は、遊離の抗原やその断片、または遊離
のモノクローナル抗体２４Ｃ５を認識しない（または１０分の１以下の低い親和性でもっ
て認識する）。従って、モノクローナル抗体２４Ｃ５とＢＮＰ（またはｐｒｏＢＮＰやそ
れらの断片）を包含する１次免疫複合体は、第２抗体（モノクローナル抗体Ａｂ－ＢＮＰ
２とＡｂ－ＢＮＰ４）の抗原となる。
【０００８】
　従って、本発明の一般的な目的は、不安定な抗原をサンプルから検出するための、以下
の工程を包含する免疫アッセイの方法を提供することである。
　　　（ａ）目的の抗原を、この抗原分子の第１エピトープに特異的な第１抗体と接触さ
せて、１次免疫複合体を得、
　　　（ｂ）工程（ａ）で得た１次免疫複合体を、１次免疫複合体を認識し、目的の抗原
と第１抗体によって形成された第２エピトープに特異的な抗体であって、遊離の抗原やそ
の断片、または遊離の第１抗体を認識することができないか、１次免疫複合体を認識する
際の親和性の１０分の１以下の低い親和性でもって認識する抗体である第２抗体と接触さ
せて、２次免疫複合体を得、そして
　　　（ｃ）２次免疫複合体の形成を検出する。
【０００９】
　本発明の詳細な目的は、ＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰ、およびそれらの断片からなる群より選
ばれる不安定な抗原をサンプルから検出するための、以下の工程を包含する免疫アッセイ
の方法を提供することである。
　　　（ａ）抗原を、ＢＮＰ分子の11ＦＧＲＫＭＤＲＩＳＳＳＳ22断片またはそこに含ま
れる少なくとも３個のアミノ酸残基を包含する部分配列からなるペプチドに特異的な第１
抗体と接触させて、１次免疫複合体を得、
　　　（ｂ）工程（ａ）で得た１次免疫複合体を、１次免疫複合体を認識する抗体であっ
て、遊離のＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰやそれらの断片、または遊離の第１抗体を認識すること
ができないか、１次免疫複合体を認識する際の親和性の１０分の１以下の低い親和性でも
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って認識する抗体である第２抗体と接触させて、２次免疫複合体を得、そして
　　　（ｃ）２次免疫複合体の形成を検出する。
【００１０】
　本発明者らは、本発明の方法に適応可能な特異的モノクローナル抗体の開発に成功した
。これら抗体を提供することも本発明の特定の目的である。
【００１１】
　ここに記載する不均等サンドウィッチ法は、離れて位置する複数のエピトープのそれぞ
れに特異的な抗体を使用するアッセイと比べて、抗原のタンパク分解に対して並外れた非
感受性を発揮する。
【００１２】
　さらにこのような手法は、他の１種以上の抗原と類似した抗原（即ち、複数の異なるエ
ピトープをその表面に有しているものの、特定の抗原を他の抗原から区別するための独自
のエピトープは１つ（または複数であっても非常に限られた数）である抗原）の、免疫検
出のために開発したアッセイとしても使用することができる。
【００１３】
実施例
　注：　安定Ｅｕ－キレートで標識した抗体を、全ての実験において検出用抗体として使
用した。実験で使用したモノクローナル抗体２４Ｃ５、Ａｂ－ＢＮＰ２、Ａｂ－ＢＮＰ４
、５７Ｈ３および５０Ｅ１は、フィンランド国、トゥルク、ヒュテスト　アエルテーデー
（Hytest Ltd）より入手可能である。
【実施例１】
【００１４】
抗体Ａｂ－ＢＮＰ２とＡｂ－ＢＮＰ４は、モノクローナル抗体２４Ｃ５と複合体を形成し
ていないＢＮＰやｐｒｏＢＮＰを認識しない（図２）
　図２Ａおよび図２Ｂに示した実験においては、抗原（それぞれＢＮＰおよびｐｒｏＢＮ
Ｐ）をプレートの被覆に使用し、直接免疫アッセイによってＥｕ－標識抗体を抗原で試験
した。抗体２４Ｃ５は両方の形態の抗原を認識したが、モノクローナル抗体Ａｂ－ＢＮＰ
２とＡｂ－ＢＮＰ４は、２種の抗原のいずれに対しても応答を示さなかった（シグナルは
バックグラウンド値と同等）。
【００１５】
　図２Ｃに示した実験においては、ＢＮＰ分子上の種々のエピトープに対して特異的なポ
リクローナル抗体でプレートを被覆した。第２工程では、プレートをまずＢＮＰと共にイ
ンキュベートし、次にＥｕ－標識抗体とインキュベートした。このような手法は、プレー
ト表面に対していろいろな配向で抗原を結合する助けとなり、プレート表面上の分子の配
向が実験結果に影響しないことを保証する。この実験においては、上述と同じ結果が得ら
れた。即ち、モノクローナル抗体Ａｂ－ＢＮＰ２とＡｂ－ＢＮＰ４は、モノクローナル抗
体２４Ｃ５と複合体を形成していない抗原を認識することはできなかった。
【実施例２】
【００１６】
抗体Ａｂ－ＢＮＰ２とＡｂ－ＢＮＰ４は、モノクローナル抗体２４Ｃ５と免疫複合体を形
成しているＢＮＰおよびペプチド１１－２２を認識することができる（図３）
　モノクローナル抗体２４Ｃ５は、ＢＮＰ分子の１１番～２２番断片またはｐｒｏＢＮＰ
の対応する８７番～９８番領域に特異的である。免疫複合体である２４Ｃ５ － ＢＮＰお
よび２４Ｃ５ － ペプチド１１－２２がモノクローナル抗体であるＡｂ－ＢＮＰ２とＡｂ
－ＢＮＰ４によって認識され得ることを示すために、モノクローナル抗体２４Ｃ５を用い
てプレートを被覆し、その後、プレートをＢＮＰ、またはＢＮＰ配列のアミノ酸１１番～
２２番に対応する合成ペプチド（ペプチド１１－２２）と共にインキュベートした。モノ
クローナル抗体２４Ｃ５と抗原との間に免疫複合体が形成された後、プレートをＢＮＰ分
子の２６番～３２番領域に特異的なＥｕ－標識抗体Ａｂ－ＢＮＰ２、Ａｂ－ＢＮＰ４およ
び５７Ｈ３と共にインキュベートした。
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【００１７】
　不均等サンドウィッチ法はＢＮＰとペプチドをほぼ同じ効率で認識する。抗体２４Ｃ５
（被覆） － ５７Ｈ３－Ｅｕを使用するアッセイは、ペプチド１１－２２を認識しなかっ
た（シグナルはバックグラウンド値と同等）。
【実施例３】
【００１８】
抗体Ａｂ－ＢＮＰ２とＡｂ－ＢＮＰ４は、モノクローナル抗体２４Ｃ５と免疫複合体を形
成するｐｒｏＢＮＰを認識することができる（図４）　不均等サンドウィッチ法は、従来
のアッセイと同じ効率でｐｒｏＢＮＰを認識する。本発明者らはモノクローナル抗体２４
Ｃ５を用いてプレートを被覆し、その後プレートを、初めに組み換えｐｒｏＢＮＰ（５ｎ
ｇ／ｍｌ）、続いてＢＮＰ分子の２６番～３２番領域に特異的なＥｕ－標識抗体であるＡ
ｂ－ＢＮＰ２、Ａｂ－ＢＮＰ４または５７Ｈ３と共にインキュベートした。不均等サンド
ウィッチ法と従来の免疫アッセイのそれぞれで得られたシグナルは同等であった。そこで
、新規なアッセイはｐｒｏＢＮＰの定量的免疫検出に使用可能であると結論付けた。
【実施例４】
【００１９】
抗原の見かけ上の安定性（図５）
　合成ＢＮＰ（Bachem製）をプールした正常ヒト血漿に加え（２ｎｇ／ｍｌ）、＋４℃で
種々の時間インキュベートし、免疫活性を３種の異なるアッセイ、即ち、１種の従来法と
２種の不均等サンドウィッチ法で試験した。
【００２０】
　本願明細書に記載した不均等サンドウィッチ法によって決定した抗原の見かけ上の安定
性は、ＢＮＰ分子の異なる部位に特異的な２種のモノクローナル抗体を使用する従来のＢ
ＮＰアッセイによって決定した安定性と比べて有意に高かった。従来のアッセイの一例と
して、ＢＮＰ分子の領域２６番～３２番に特異的なモノクローナル抗体５０Ｅ１とＢＮＰ
分子の領域１１番～２２番に特異的なモノクローナル抗体２４Ｃ５を用いるアッセイを使
用した。不均等サンドウィッチ法を免疫活性の決定に使用した場合には、免疫活性の約７
０％（Ａｂ－ＢＮＰ２を用いたアッセイとＡｂ－ＢＮＰ４を用いたアッセイがそれぞれ６
９．８％と６８％）が＋４℃において２４時間インキュベートした後に観察され、従来の
アッセイの場合は２８％しか観察されなかった。インキュベーション開始から６日後には
、従来のアッセイ法では免疫活性が見られなかったが、不均等サンドウィッチ法の場合に
は、初期免疫活性の約１／４が観察された。
【実施例５】
【００２１】
心不全患者（ＨＦ患者）血液および健常ドナー血液におけるＢＮＰ／ｐｒｏＢＮＰの測定
（図６）
　従来のＢＮＰアッセイのみならず、不均等サンドウィッチ法も“ＢＮＰ免疫活性”を示
す抗原の２つの形態、即ち、ＢＮＰとｐｒｏＢＮＰ、をヒト血液中から検出することがで
きる。数人のＨＦ患者および健常ドナーから得た血液サンプルについて、以下の３種のア
ッセイで試験した：ＢＮＰ分子の２６番～３２番断片に特異的な捕捉モノクローナル抗体
５０Ｅ１と検出モノクローナル抗体２４Ｃ５－Ｅｕを用いた１種の従来法、および２種の
不均等サンドウィッチ法。全てのアッセイにおいて、合成ＢＮＰを検量に用いた。図６か
ら明らかなように、３種のアッセイによる試験結果は非常に類似していた。いくつかのサ
ンプルにおいては、従来のアッセイによる試験結果は不均等サンドウィッチ法よりも低か
った。この観察結果は、このようなサンプルにおいてはＢＮＰが部分的に分解されていた
ものの、不均等サンドウィッチ法において抗原はより高い見かけ上の安定性を提示するた
め、これらアッセイで決定した抗原値は従来のアッセイよりも高くなったと説明すること
ができる。
【実施例６】
【００２２】
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検量曲線（図７）
　合成ＢＮＰを抗原として使用した２種の不均等サンドウィッチ法および１種の従来アッ
セイのための検量曲線を、図７（Ａ、ＢとＣ）に示した。両方の不均等サンドウィッチ法
が、従来のアッセイと同等の高感受性を示し、ヒト血液中のＢＮＰ免疫活性およびｐｒｏ
ＢＮＰ免疫活性の厳密な検出にも使用可能である。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】ＢＮＰとｐｒｏＢＮＰの構造およびモノクローナル抗体２４Ｃ５のエピトープ特
異性。モノクローナル抗体２４Ｃ５は、ＢＮＰ分子のアミノ酸残基１１番～２２番を包含
する断片およびｐｒｏＢＮＰのアミノ酸残基８７番～９８番からなる断片（灰色で示した
）を認識する。
【図２Ａ】抗体Ａｂ－ＢＮＰ２とＡｂ－ＢＮＰ４は、モノクローナル抗体２４Ｃ５と複合
体を形成していないＢＮＰやｐｒｏＢＮＰを認識しない。Ｅｕ－標識モノクローナル抗体
２４Ｃ５、Ａｂ－ＢＮＰ２、Ａｂ－ＢＮＰ４（２００ｎｇ／ウェル）を、５０ｎｇ／ウェ
ルのＢＮＰで被覆したプレート内でインキュベートした。
【図２Ｂ】抗体Ａｂ－ＢＮＰ２とＡｂ－ＢＮＰ４は、モノクローナル抗体２４Ｃ５と複合
体を形成していないＢＮＰやｐｒｏＢＮＰを認識しない。Ｅｕ－標識モノクローナル抗体
２４Ｃ５、Ａｂ－ＢＮＰ２、Ａｂ－ＢＮＰ４（２００ｎｇ／ウェル）を、１００ｎｇ／ウ
ェルのｐｒｏＢＮＰで被覆したプレート内でインキュベートした。
【図２Ｃ】抗体Ａｂ－ＢＮＰ２とＡｂ－ＢＮＰ４は、モノクローナル抗体２４Ｃ５と複合
体を形成していないＢＮＰやｐｒｏＢＮＰを認識しない。Ｅｕ－標識モノクローナル抗体
２４Ｃ５、Ａｂ－ＢＮＰ２、Ａｂ－ＢＮＰ４（２００ｎｇ／ウェル）を、ＢＮＰ（０．５
ｎｇ／ウェル）とプレインキュベートしたポリクローナル抗ＢＮＰ抗体（２μｇ／ウェル
）で被覆したプレート内でインキュベートした。
【図３】抗体Ａｂ－ＢＮＰ２とＡｂ－ＢＮＰ４は、モノクローナル抗体２４Ｃ５とＢＮＰ
（またはペプチド１１－２２）との免疫複合体を認識することができる。３つの工程から
なるアッセイのプロトコルは次の通りである。　第１工程：プレートを捕捉モノクローナ
ル抗体２４Ｃ５でプレコートし、　第２工程：プレートを洗浄した後、抗原（ＢＮＰまた
はペプチド１１－２２）と共にインキュベートし、　第３工程：プレートを洗浄した後、
検出用（Ｅｕ3+標識）抗体（Ａｂ－ＢＮＰ２、Ａｂ－ＢＮＰ４または５７Ｈ３）と共にイ
ンキュベートした。洗浄後、増幅溶液を添加し、シグナルを測定した。
【図４】抗体Ａｂ－ＢＮＰ２とＡｂ－ＢＮＰ４は、モノクローナル抗体２４Ｃ５と免疫複
合体を形成するｐｒｏＢＮＰを認識することができる。３つの工程からなるアッセイのプ
ロトコルは次の通りである。　第１工程：プレートを捕捉モノクローナル抗体２４Ｃ５で
プレコートし、　第２工程：プレートを洗浄した後、ｐｒｏＢＮＰ（５ｎｇ／ｍｌ）と共
にインキュベートし、　第３工程：プレートを洗浄した後、検出用抗体（Ａｂ－ＢＮＰ２
、Ａｂ－ＢＮＰ４または５７Ｈ３）と共にインキュベートした。洗浄後、増幅溶液を添加
し、シグナルを測定した。
【図５】正常ヒト血漿中のＢＮＰの安定性。合成ＢＮＰをプールした正常ヒト血漿に加え
（２ｎｇ／ｍｌ）、＋４℃で種々の時間インキュベートした。免疫活性を３種の異なるア
ッセイ、即ち、１種の従来法と２種の不均等サンドウィッチ法で試験した。
【図６】ＨＦ患者および健常ドナーの血液におけるＢＮＰ／ｐｒｏＢＮＰ測定。心不全患
者６人の血漿サンプル（ＨＦ１～ＨＦ６）および健常ドナーの血漿サンプル（ＮＰ１～Ｎ
Ｐ４）を３種のアッセイで試験した。合成ＢＮＰ（Bachem製）を全てのアッセイの検量に
使用した。
【図７Ａ】従来のアッセイ（５０Ｅ１ － ２４Ｃ５-Ｅｕ）のための検量曲線。抗原： 合
成ＢＮＰ（Bachem製）。
【図７Ｂ】不均等サンドウィッチ法（２４Ｃ５ － Ａｂ－ＢＮＰ２）のための検量曲線。
抗原： 合成ＢＮＰ（Bachem製）。
【図７Ｃ】不均等サンドウィッチ法（２４Ｃ５ － Ａｂ－ＢＮＰ４）のための検量曲線。
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抗原： 合成ＢＮＰ（Bachem製）。

【図１】 【図２Ａ】
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