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(57)【要約】
　本発明は、免疫測定のみで、特定のヒトＢＮＰ断片を
検出し、ヒトＢＮＰ断片比率を測定することで、簡単に
心疾患の診断、予測に役立つ情報を提供することを目的
とし、これまで着目されていないヒトＢＮＰ断片（４－
３２）を特異的抗体により測定できる方法の提供を課題
とする。試料中のヒトＢＮＰ断片（４－３２）の免疫測
定方法であって、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し
、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ断片
（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応
しない抗体を用いることを特徴とする、前記免疫測定方
法を提供する。また、当該抗体が、ヒトＢＮＰ断片（４
－３２）のＮ末端を含む部位と反応する抗体、ヒトＢＮ
Ｐ断片（４－１０）に反応する抗体である抗体、である
測定方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
試料中のヒトＢＮＰ断片（４－３２）の免疫測定方法であって、ヒトＢＮＰ断片（４－３
２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ断片（３－３２）及びヒ
トＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体を用いることを特徴とする、前記免疫測定
方法。
【請求項２】
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体が、ヒトＢＮＰ断
片（４－３２）のＮ末端を含む部位と反応する抗体である請求項１に記載の免疫測定方法
。
【請求項３】
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体が、ヒトＢＮＰ断
片（４－１０）に反応する抗体である請求項１又は２に記載の免疫測定方法。
【請求項４】
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体が、モノクローナ
ル抗体である請求項１～３のいずれかに記載の免疫測定方法。
【請求項５】
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）の免疫測定試薬であって、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反
応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ
断片（５－３２）とは反応しない抗体を用いることを特徴とする、前記免疫測定試薬。
【請求項６】
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体が、ヒトＢＮＰ断
片（４－３２）のＮ末端を含む部位と反応する抗体である請求項５に記載の免疫測定試薬
。
【請求項７】
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体が、ヒトＢＮＰ断
片（４－１０）に反応する抗体である請求項５又は６に記載の免疫測定試薬。
【請求項８】
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体が、モノクローナ
ル抗体である請求項５～７のいずれかに記載の免疫測定試薬。
【請求項９】
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体。
【請求項１０】
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）のＮ末端を含む部位と反応する請求項９に記載の抗体。
【請求項１１】
ヒトＢＮＰ断片（４－１０）に反応する請求項９又は１０に記載の抗体。
【請求項１２】
モノクローナル抗体である請求項９～１１のいずれかに記載の抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫反応を利用したヒトＢＮＰ断片の測定方法及び測定試薬に関する。さら
に詳しくは、抗ヒトＢＮＰ断片（４－３２）特異的抗体を用いるヒトＢＮＰ断片の測定方
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法及び測定試薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ＢＮＰは脳性ナトリウム利尿ペプチド（brain natriuretic peptide）の略で、心臓で
合成され分泌されるアミノ酸３２個よりなるホルモンである。ＢＮＰは心臓の負荷が増え
たり、心筋の肥大が起こると血液中の濃度が増加することが知られている。現在、ＢＮＰ
は心不全の生化学的マーカーとして広く臨床現場で用いられており、ＢＮＰ濃度の測定は
心疾患のスクリーニング、心不全の重症度評価、心不全に対する治療効果判定、あるいは
心不全患者の予後予測指標として有用とされている。
　特許文献１、非特許文献１には、血液中のＢＮＰを測定することによる心筋虚血状態を
診断する方法が開示されている。具体的には、血液試料中のＢＮＰおよびそれのプロセシ
ング産物（ヒトＢＮＰ断片（３－３２）、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）、ヒトＢＮＰ断片
（５－３２）等）を特異的抗体で選択的に濃縮し、その後、質量分析計で各プロセシング
産物を検出し、特定のプロセシング産物の比と再狭窄の有無との関係を明らかにしている
。
　また、特許文献２には、ヒトＢＮＰ断片（３－３２）と反応するが、全長のヒトＢＮＰ
及びヒトプロＢＮＰとは反応しないという特徴を有するヒトＢＮＰ（３－３２）に特異的
な抗体を用いて、ヒトＢＮＰ断片（３－３２）を特異的に測定する方法が開示されている
。そして、当該方法によれば高血圧や心機能・腎機能の診断など、ヒトＢＮＰ（３－３２
）の増減を指標とする疾病の診断の有用性について示唆している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】国際公開ＷＯ２０１０／０２３７４９号パンフレット
【特許文献２】特開２０１４－９１７１９号公報
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　５９：９（２０１３），ｐ１
－８
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　特許文献１、非特許文献１の方法では、ヒトＢＮＰ（１－３２）、ＢＮＰ（３－３２）
、ＢＮＰ（４－３２）、ＢＮＰ（５－３２）のいずれにも反応する抗体を用いて、試料中
のＢＮＰ断片の濃縮を行い、その後、質量分析に供し、得られたＭＳスペクトルのシグナ
ル強度比からそれぞれの存在比率を算出している。したがって、本方法では質量分析計の
使用により各ＢＮＰ断片を区別して検出することから、装置構成が大掛かりとなり、操作
も複雑であり、大量の検体を迅速に処理するには不向きである。
　特許文献２の方法では、ヒトＢＮＰ断片（３－３２）に反応するが全長のヒトＢＮＰ及
びヒトプロＢＮＰとは反応しない抗体について開示されている。しかし、当該抗体が、他
の断片であるヒトＢＮＰ（４－３２）、ＢＮＰ（５－３２）と反応するのかどうか、すな
わち、ヒトＢＮＰ断片のうち、ヒトＢＮＰ断片（３－３２）のみと特異的に反応するのか
どうかについては開示されていない。また、ヒトＢＮＰ断片（３－３２）以外の断片を特
異的に検出できる抗体については記載も示唆もされていない。
　以上のとおり、これまで、ＢＮＰおよびＢＮＰ断片を免疫アッセイのみにより測定でき
る方法は確立されていない。
　本発明は、免疫アッセイのみで、各種ヒトＢＮＰ断片を検出し、ヒトＢＮＰ断片比率を
測定することで、簡単に心疾患の診断、予測に役立つ情報を提供することを目的とし、こ
れまで着目されていないヒトＢＮＰ断片（４－３２）を特異的抗体により測定できる方法
の提供を課題とする。
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【課題を解決するための手段】
【０００６】
　上記課題を解決するために、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）のみを特異的に検出できる抗
体の探索について鋭意検討を行ったところ、初めて当該抗体を複数取得することに成功し
、当該抗体を用いて試料中のヒトＢＮＰ断片（４－３２）の特異的な検出を実証し、本発
明を完成するに至った。
すなわち、本発明は以下の構成を有する。
＜１＞
試料中のヒトＢＮＰ断片（４－３２）の免疫測定方法であって、ヒトＢＮＰ断片（４－３
２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ断片（３－３２）及びヒ
トＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体を用いることを特徴とする、前記免疫測定
方法。
＜２＞
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体が、ヒトＢＮＰ断
片（４－３２）のＮ末端を含む部位と反応する抗体である＜１＞に記載の免疫測定方法。
＜３＞
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体が、ヒトＢＮＰ断
片（４－１０）に反応する抗体である＜１＞又は＜２＞に記載の免疫測定方法。
＜４＞
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体が、モノクローナ
ル抗体である＜１＞～＜３＞のいずれかに記載の免疫測定方法。
＜５＞
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）の免疫測定試薬であって、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反
応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ
断片（５－３２）とは反応しない抗体を用いることを特徴とする、前記免疫測定試薬。
＜６＞
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体が、ヒトＢＮＰ断
片（４－３２）のＮ末端を含む部位と反応する抗体である＜５＞に記載の免疫測定試薬。
＜７＞
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体が、ヒトＢＮＰ断
片（４－１０）に反応する抗体である＜５＞又は＜６＞に記載の免疫測定試薬。
＜８＞
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体が、モノクローナ
ル抗体である＜５＞～＜７＞のいずれかに記載の免疫測定試薬。
＜９＞
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ
断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）とは反応しない抗体。
＜１０＞
ヒトＢＮＰ断片（４－３２）のＮ末端を含む部位と反応する＜９＞に記載の抗体。
＜１１＞
ヒトＢＮＰ断片（４－１０）に反応する＜９＞又は＜１０＞に記載の抗体。
＜１２＞
モノクローナル抗体である＜９＞～＜１１＞のいずれかに記載の抗体。
【発明の効果】
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【０００７】
　本発明によれば、試料中のヒトＢＮＰ断片（４－３２）を特異的に免疫学的に測定する
ことができる。したがって、ＢＮＰおよび各種のヒトＢＮＰ断片が存在する試料において
も、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）のみを免疫学的に測定することができる。また、本発明
の抗体以外の各断片を特異的に検出できる抗体と組み合わせることにより、各断片の存在
比率を免疫学的に測定することができ、当該比率を指標とするような疾病の予測の実現に
貢献できる。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】本発明の３種類の抗体と各濃度の合成ペプチド（ＢＮＰ（１－３２）、ＢＮＰ（
３－１０）、ＢＮＰ（４－１０）、ＢＮＰ（５－１０））との反応性を競合ＥＬＩＳＡ法
により確認した結果を示すグラフである。１Ａ：９６２０１抗体、１Ｂ：９６２０４抗体
、１Ｃ：９６２０７抗体
【図２】各抗体と各合成ペプチド（（１）ＢＮＰ（１－３２）、（２）ＢＮＰ（４－３２
）、（３）ＢＮＰ（５－３２））との反応性をウエスタンブロッティングにより確認した
結果を示す電気泳動パターンである。２Ａ：本発明の３種類の抗体（９６２０１抗体、９
６２０４抗体、９６２０７抗体）２Ｂ：ヒトＢＮＰの環状部位を認識する抗体（Ａ）２Ｃ
：ネガテイブコントロールとしてのＩｇＧ抗体（Ｂ）
【図３】各抗体の組み合わせによるヒトＢＮＰ（１－３２）とヒトＢＮＰ断片（４－３２
）に対する反応性について、それぞれサンドイッチＥＬＩＳＡ法により確認した結果を示
すグラフである。１次抗体：本発明の抗体９６２０７抗体、２次抗体：ヒトＢＮＰ（２６
－３２）を認識する抗体３３２３６抗体
【図４】各抗体の組み合わせによるヒトＢＮＰ断片（４－３２）に対する反応性について
、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）濃度を変えてサンドイッチＥＬＩＳＡ法により確認した結
果を示すグラフである。１次抗体：本発明の抗体９６２０７抗体、２次抗体：ヒトＢＮＰ
（２６－３２）を認識する抗体３３２３６抗体
【図５】本発明の３種類の抗体と各濃度の合成ペプチド（ＢＮＰ（４－６）、ＢＮＰ（４
－７）、ＢＮＰ（４－８）、ＢＮＰ（４－９）、ＢＮＰ（４－１０））との反応性を競合
ＥＬＩＳＡ法により確認した結果を示すグラフである。５Ａ：９６２０１抗体、５Ｂ：９
６２０４抗体、５Ｃ：９６２０７抗体
【図６】各抗体と各合成ペプチド（（１）ＢＮＰ（１－３２）、（２）ＢＮＰ（３－３２
）（３）ＢＮＰ（４－３２）、（３）ＢＮＰ（５－３２））との反応性をウエスタンブロ
ッティングにより確認した結果を示す電気泳動パターンである。６Ａ：本発明の３種類の
抗体（９６２０１抗体、９６２０４抗体、９６２０７抗体）６Ｂ：ヒトＢＮＰの環状部位
を認識する抗体（Ａ）６Ｃ：ネガテイブコントロールとしてのＩｇＧ抗体（Ｂ）
【図７】各抗体の組み合わせによるヒトＢＮＰ断片（４－３２）及び（１－３２）に対す
る反応性について、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）及び（１－３２）の各濃度を変えてサン
ドイッチＥＬＩＳＡ法により確認した結果を示すグラフである。７Ａ　１次抗体：本発明
の抗体９６２０１抗体、２次抗体：ヒトＢＮＰ（２６－３２）を認識する抗体３３２３６
抗体、７Ｂ　１次抗体：本発明の抗体９６２０４抗体、２次抗体：ヒトＢＮＰ（２６－３
２）を認識する抗体３３２３６抗体、７Ｃ　１次抗体：本発明の抗体９６２０７抗体、２
次抗体：ヒトＢＮＰ（２６－３２）を認識する抗体３３２３６抗体
【発明を実施するための形態】
【０００９】
　本明細書中、ヒトＢＮＰまたはヒトＢＮＰ断片（合わせてヒトＢＮＰ等ということがあ
る）と「反応する」、「認識する」、「結合する」、「交差反応性を示す」は、同義で用
いられるが、これらの例示に限定されることはなく、最も広義に解釈する必要がある。抗
体がヒトＢＮＰ等の抗原（化合物）と「反応する」か否かの確認は、後述する抗原固相化
ＥＬＩＳＡ法、ウエスタンブロッティング、競合ＥＬＩＳＡ法、サンドイッチＥＬＩＳＡ
法などにより行うことができるほか、表面プラズモン共鳴（surface plasmon resonance
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）の原理を利用した方法（ＳＰＲ法）などにより行うことができる。ＳＰＲ法は、Ｂｉａ
ｃｏｒｅ（登録商標）の名称で市販されている、装置、センサー、試薬類を使用して行う
ことができる。
【００１０】
　本発明の抗体と、ある化合物が「反応しない」とは、本発明の抗体がある化合物と実質
的に反応しないことをいい、「実質的に反応しない」とは、例えば、上記ＥＬＩＳＡ法に
基づき、本発明の抗体を固定化して測定を行った場合に、本発明の抗体の反応性の増強が
認められないことをいう。詳細には、抗体と化合物との反応性が、コントロール（化合物
非添加）の反応性と比べて有意な差がないことをいう。上記ＥＬＩＳＡ法以外の当業者に
周知の方法・手段によっても「実質的に反応しない」ことを確認できるのはいうまでもな
い。
【００１１】
　本発明において、ヒトＢＮＰ（１－３２）は、３２アミノ酸からなるヒト成熟Ｂ型ナト
リウム利尿ホルモンであり、７番目と２３番目のアミノ酸に存在するシステイン残基によ
る分子内ジスルフィド結合によって１７アミノ酸からなる環状部、９アミノ酸からなるＮ
末端部、および６アミノ酸からなるＣ末端部から構成される。また、１０８アミノ酸から
なるヒトＢ型ナトリウム利尿ホルモン前駆体（ヒトｐｒｏＢＮＰということがある）のア
ミノ酸配列７７－１０８位に相当する。
　本発明のＢＮＰ断片（３－３２）は、ＢＮＰ（１－３２）のＮ末端の２アミノ酸（大文
字表記でＳＰ）がプロセスされて生じる断片であり、ＢＮＰ断片（４－３２）は、ＢＮＰ
（１－３２）のＮ末端の３アミノ酸（ＳＰＫ）がプロセスされて生じる断片であり、ＢＮ
Ｐ断片（５－３２）は、ＢＮＰ（１－３２）のＮ末端の４アミノ酸（ＳＰＫＭ）がプロセ
スされて生じる断片である。なお、本明細書において、特に断らない限り、ヒトＢＮＰ断
片（４－３２）の様な記載とヒトＢＮＰ（４－３２）のような記載は同義で使用している
。
【００１２】
　本発明の抗体は、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－
３２）とは反応しない抗体である。好ましくは、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）のＮ末端を
含む部位と反応する抗体であり、ヒトＢＮＰ断片（４－１０）に反応する抗体である。さ
らに好ましくは、ヒトＢＮＰ断片（３－３２）及びヒトＢＮＰ断片（５－３２）のいずれ
とも反応しない抗体である。
　本発明の抗体は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体のいずれでもよく、好まし
くはモノクローナル抗体である。
　モノクローナル抗体の具体例としては、ハイブリドーマ９６２０１（ＮＩＴＥ　ＢＰ－
０２３３１）、９６２０４（ＮＩＴＥ　ＢＰ－０２３３２）、９６２０７（ＮＩＴＥ　Ｂ
Ｐ－０２３３３）により産生されるモノクローナル抗体（以下、それぞれ、９６２０１抗
体、９６２０４抗体、９６２０７抗体ということがある）が挙げられ、さらに、９６２０
１抗体、９６２０４抗体、９６２０７抗体と交差反応性を有するモノクローナル抗体又は
競合するモノクローナル抗体も本発明の抗体の範囲に含まれる。９６２０１抗体、９６２
０４抗体、９６２０７抗体には、当該抗体と同一のエピトープ(抗原決定基)のアミノ酸配
列（ヒトＢＮＰ（４－１０））を特異的に認識しうる抗体が含まれる。９６２０１抗体、
９６２０４抗体、９６２０７抗体と競合するモノクローナル抗体には、ヒトＢＮＰ（４－
１０）に対して当該抗体と競合するモノクローナル抗体が含まれ、競合阻害の程度は、５
０％以上、好ましくは、８０％以上、更に好ましくは、９０％以上である。
【００１３】
　本発明の抗体としては、抗体分子全体のほかに抗原抗体反応活性を有する抗体の機能性
断片を使用することも可能であり、前記のように動物への免疫工程を経て得られたものの
ほか、遺伝子組み換え技術を使用して得られるものや、キメラ抗体を用いることも可能で
ある。抗体の機能性断片としては、例えば、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’などが挙げられ、
これらの機能性断片は前記のようにして得られる抗体をタンパク質分解酵素（例えば、ペ
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プシンやパパインなど）で処理することにより製造できる。
【００１４】
　本発明のモノクローナル抗体の製造には、ヒトＢＮＰ（４－３２）のＮ末端を含むペプ
チドを合成したものを抗原（免疫原）として用いる。Ｎ末端を含むペプチドであれば特に
限定はされず、例えばヒトＢＮＰの４－２６位のアミノ酸残基に相当するペプチド、もし
くはヒトＢＮＰ断片（４－３２）をそのまま用いてもよい。具体的には、ヒトＢＮＰ（４
－３２）のＮ末端、好ましくはヒトＢＮＰの４－１０位のアミノ酸残基に相当するペプチ
ド（以下、ヒトＢＮＰ（４－１０）とする）をリン酸緩衝生理食塩水などの溶媒に溶解し
、この溶液を動物に投与して免疫することにより製造できる。免疫原性を高めるために牛
血清アルブミン（ＢＳＡ）、オブアルブミン（ＯＶＡ）、またはキーホールリンペットヘ
モシアニン（ＫＬＨとする）などと結合させ、得られたコンジュゲートに必要に応じて適
宜アジュバントを添加した後、エマルジョンを用いて免疫を行ってもよい。アジュバント
としては、油中水型乳剤、水中油中水型乳剤、水中油型乳剤、リポソーム、水酸化アルミ
ニウムゲルなどの汎用されるアジュバントのほか、生体成分由来のタンパク質やペプチド
性物質などを用いてもよい。例えば、フロイントの不完全アジュバント又はフロイントの
完全アジュバントなどを好適に用いることができる。アジュバントの投与経路、投与量、
投与時期は特に限定されないが、抗原を免疫する動物において所望の免疫応答を増強でき
るように適宜選択することが望ましい。
【００１５】
　免疫に用いる動物の種類も特に限定されないが、哺乳動物が好ましく、例えばマウス、
ラット、ウシ、ウサギ、ヤギ、ヒツジなどを用いることができ、より好ましくはマウスを
用いることができる。動物の免疫は、一般的な手法に従って行えばよく、例えば、抗原の
溶液、好ましくはアジュバントとの混合物を動物の皮下、皮内、静脈、又は腹腔内に注射
することにより免疫を行うことができる。免疫応答は、一般的に免疫される動物の種類及
び系統によって異なるので、免疫スケジュールは使用される動物に応じて適宜設定するこ
とが望ましい。抗原投与は最初の免疫後に何回か繰り返し行うことが好ましい。
【００１６】
　モノクローナル抗体を得る場合、引き続き以下の操作が行われるが、それらの操作に限
定されることはなく、モノクローナル抗体それ自体の製造方法については、例えば、Anti
bodies, A Laboratory Manual（Cold Spring Harbor Laboratory Press,(1988)）に記載
の方法に準じて行うことができる。
【００１７】
　最終免疫後、免疫した動物から抗体産生細胞である脾臓細胞あるいはリンパ節細胞を摘
出し、高い増殖能を有するミエローマ細胞と細胞融合させることによりハイブリドーマを
作製することができる。細胞融合には抗体産生能（質・量）が高い細胞を用いることが好
ましく、またミエローマ細胞は融合する抗体産生細胞の由来する動物と適合性があること
が好ましい。細胞融合は、当該分野で公知の方法に従って行うことができるが、例えば、
ポリエチレングリコール法、センダイウイルスを用いた方法、電流を利用する方法などを
採用することができる。得られたハイブリドーマは公知の方法に従って増殖させることが
でき、産生される抗体の性質を確認しつつ所望のハイブリドーマを選択することができる
。ハイブリドーマのクローニングは、例えば限界希釈法や軟寒天法などの公知の方法によ
り行うことが可能である。
【００１８】
　ハイブリドーマの選択は、産生される抗体が実際の測定に用いられる条件を考慮し、選
択の段階で効率的に行うことができる。例えば、ＥＬＩＳＡ法、ＲＩＡ法、ウエスタンブ
ロッティング等により、ヒトＢＮＰ断片に反応する抗体を産生するハイブリドーマを選択
することにより得られる。具体的には、単一のハイブリドーマを培養して生産される培養
上清をさらに、ヒトＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ（４－３２）、ヒトＢＮＰ（５－３
２）を検出用抗原サンプルとして用いたウエスタンブロッティングにより、ヒトＢＮＰ（
４－３２）のみを特異的に認識するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを得る
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ことができる。もしくは、ヒトＢＮＰ（３－１０）、ヒトＢＮＰ（４－１０）、ヒトＢＮ
Ｐ（５－１０）、ヒトＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ（３－３２）、ヒトＢＮＰ（４－
３２）、ヒトＢＮＰ（５－３２）などを用いた競合ＥＬＩＳＡにより、得ることもできる
。
【００１９】
　このようにして選別されたハイブリドーマを大量培養することにより、所望の特性を有
するモノクローナル抗体を製造することができる。大量培養の方法は特に限定されないが
、例えば、ハイブリドーマを適宜の培地中で培養してモノクローナル抗体を培地中に産生
させる方法や、哺乳動物の腹腔内にハイブリドーマを注射して増殖させ、腹水中に抗体を
産生させる方法などを挙げることができる。モノクローナル抗体の精製は、例えば陰イオ
ン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、硫安分画法、ＰＥＧ分
画法、エタノール分画法などを適宜組み合わせて行うことができる。
【００２０】
　このようにして本発明では、モノクロ－ナル抗体９６２０１、９６２０４、９６２０７
を得た。この抗体は、後述の実施例に示される通り、ヒトＢＮＰ（４－１０）と反応する
が、ヒトＢＮＰ（３－１０）、ヒトＢＮＰ（５－１０）とは反応しないことから、ヒトＢ
ＮＰ（４－３２）のＮ末端を含む部位に特異的な抗体である。
【００２１】
　本発明はさらに、検体を蛋白質変性処理剤で処理した後、上記ヒトＢＮＰ（４－３２）
に特異的な抗体（第１のモノクローナル抗体）と、ヒトＢＮＰ（４－３２）の認識部位が
第１のモノクローナル抗体とは異なる抗体（第２の抗体）を用いて、ヒトＢＮＰ（４－３
２）を測定する方法を提供することができる。
　第２の抗体としては、抗血清、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体のいずれでも
よく、またキメラ抗体や免疫学的特性を保持する抗体断片でもよい。中でもモノクロ－ナ
ル抗体が好ましく、例えば、ヒトＢＮＰのＣ末端領域の７残基のペプチドをマウスに免疫
することにより、当業者がモノクローナル抗体を製造するために通常行う方法（Ｋｏｈｌ
ｅｒとＭｉｌｓｔｅｉｎの方法（Ｎａｔｕｒｅ、第２５６巻４９５頁（１９７５年）等）
により得られたヒトＢＮＰ（２６－３２）を認識する抗ヒトＢＮＰ（２６－３２）モノク
ローナル抗体（Ｃｌｏｎｅ＃３３２３６）が挙げられる。また、例えば、ヒトＢＮＰの環
状部位を認識するモノクローナル抗体を用いてもよい。
【００２２】
　第１または第２のモノクローナル抗体は、いずれか、あるいは両方を不溶性担体上に固
定された固定（固相）化抗体として使用したり、後述する当業者に周知慣用の標識物質で
標識した標識抗体として使用することができる。例えば、不溶性担体にモノクローナル抗
体を物理的に吸着させ、あるいは化学的に結合（適当なスペーサーを介してもよい）させ
ることにより固定化抗体を製造することができる。不溶性担体としては、ポリスチレン樹
脂などの高分子基材、ガラスなどの無機基材、セルロースやアガロースなどの多糖類基材
などからなる不溶性担体を用いることができ、その形状は特に限定されず、板状（例えば
、マイクロプレートやメンブレン）、ビーズあるいは微粒子状（例えば、ラテックス粒子
、金コロイド粒子）、筒状（例えば、試験管）など任意の形状を選択できる。
【００２３】
　本発明の第１または第２のモノクローナル抗体と結合可能な標識抗体、標識プロテイン
Ａ又は、標識プロテインＧ等を用いることにより、試料中のヒトＢＮＰ断片（４－３２）
を測定することができる。標識抗体を製造するための標識物質としては、例えば酵素、蛍
光物質、化学発光物質、ビオチン、アビジン、又は放射性同位体、金コロイド粒子、着色
ラテックスなどが挙げられる。標識物質と抗体との結合法としては、当業者に利用可能な
グルタルアルデヒド法、マレイミド法、ピリジルジスルフィド法、又は過ヨウ素酸法など
の方法を用いることができるが、固定化抗体や標識抗体の種類、及びそれらの製造方法は
前記の例に限定されることはない。例えば、パーオキシダーゼやアルカリホスファターゼ
などの酵素を標識物質として用いる場合にはその酵素の特異的基質（酵素が西洋ワサビパ
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ーオキシダーゼ（以下、ＨＲＰという）の場合には、例えばＯ－フェニレンジアミン（以
下、ＯＰＤという）あるいは３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン、ＡＬＰの場
合には、ｐ－ニトロフェニル・ホスフェートなど）を用いて酵素活性を測定することがで
き、ビオチンを標識物質として用いる場合には少なくともアビジンあるいは酵素修飾アビ
ジンを反応させるのが一般的である。
【００２４】
　本明細書において、「不溶性担体」を「固相」、抗原や抗体を不溶性担体に物理的ある
いは化学的に担持させることあるいは担持させた状態を「固定」、「固定化」、「固相化
」、「感作」、「吸着」と表現することがある。また、「検出」又は「測定」という用語
は、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）の存在の証明及び／又は定量などを含めて最も広義に解
釈する必要があり、いかなる意味においても限定的に解釈してはならない。
【００２５】
　本発明の方法では、検体にタンパク質変性処理剤を作用させて測定対象のヒトＢＮＰ断
片を変性させることが好ましい。すなわち、検体をタンパク質変性処理剤で処理した後、
本発明のヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－３２）とは
反応しない抗体を用いてヒトＢＮＰ断片を測定する方法が好ましい。
　ここで、「変性」とは、該ＢＮＰ断片の三次元構造を変化させてタンパク質の内側の少
なくとも一部を露出させることを意味する。タンパク質変性処理剤としては、タンパク質
の変性効果を有するものであればよく、例えば、界面活性剤、カオトロピック剤、酸、有
機溶媒が挙げられる。これらのタンパク質変性処理剤は単独で用いてもよいし、複数のタ
ンパク質変性処理剤を併用してもよい。
　上記界面活性剤としては、陰イオン界面活性剤、陽イオン界面活性剤、非イオン性界面
活性剤等の界面活性剤が挙げられ、好ましくは、陰イオン界面活性剤、更により好ましく
は、硫酸ドデシルナトリウム（ＳＤＳ）が挙げられる。
　上記カオトロピック剤としては、尿素、グアニジン等が上げられる。
　上記酸としては、無機酸、有機酸が挙げられ、有機酸としては酢酸、ギ酸、プロピオン
酸、酪酸、イソ酪酸およびその混合物などが挙げられる。好ましくは酢酸である。
　タンパク質変性処理剤による処理としては、例えば、１５℃～１００℃で１分～６０分
処理が挙げられる。
　タンパク質変性処理剤の使用量は、免疫測定による測定感度が向上する量を適宜選択す
ることにより、各タンパク質変性処理剤に応じて適宜設定することができるが、通常終濃
度で０．０１重量％以上が好ましく、免疫測定時の濃度で０．１重量％以下となることが
好ましい。
　タンパク質変性処理剤を作用させる際には、加熱することが好ましい。加熱により、タ
ンパク質の変性を容易に促進させることができる。すなわち、処理条件としては、６０℃
以上、より好ましくは約１００℃で、５秒～２０分、より好ましくは５分～１５分程度が
好ましい。
　また、変性剤とともに還元剤を共存させてもよい。好ましい還元剤の例としては、ジチ
オスレイトール（ＤＴＴ）、ＮａＢＨ４、ＮａＢＨ３ＣＮ　等を挙げることができるがこ
れらに限定されるものではない。また、還元剤の濃度は、終濃度で０．００１Ｍ～１．０
Ｍ程度が好ましい。なお、還元剤による処理は、タンパク質変性処理剤による処理と同時
に行ってもよいが、タンパク質変性処理剤処理の前に行なってもよい。この場合には、上
記還元剤を上記濃度で室温で２０分間～１時間程度作用させることが好ましい。
【００２６】
　本発明の抗体を用いる測定方法における検出対象の「試料」としては、主に生体（生物
）由来の体液を挙げることができる。具体的には、血液（全血）、血清、血漿、尿、唾液
、喀痰、膵臓抽出液、涙液、耳漏又は前立腺液などを挙げることができるが、これらに限
定されるものではない。
【００２７】
　本発明により提供される測定用試薬の態様としては、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）の測
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定ができる試薬であれば、特に限定されるものではない。以下、代表的な標識イムノアッ
セイ法であるＥＬＩＳＡ法、イムノクロマトグラフ法と、代表的な粒子凝集イムノアッセ
イ法であるラテックス免疫凝集法（以下、ＬＴＩＡ法という）を例にそれぞれを説明する
。
【００２８】
＜標識イムノアッセイ法：ＥＬＩＳＡ法＞
　試料中に存在するヒトＢＮＰ断片（４－３２）を検出するための測定用試薬の態様とし
て、以下の要素：
（ａ）第１のモノクローナル抗体を固定化した固相（プレートなど）、及び
（ｂ）標識物質で標識された第２のモノクローナル抗体、
をあげることができる。
【００２９】
　第１のモノクローナル抗体を固定化した固相は、試料中のヒトＢＮＰ断片（４－３２）
を捕捉してヒトＢＮＰ（４－３２）抗体複合体を形成する。標識物質で標識された第２の
モノクローナル抗体は、当該ヒトＢＮＰ（４－３２）抗体複合体に反応してサンドイッチ
を形成し、標識物質に応じた方法により標識物質の量を測定することにより、試料中のヒ
トＢＮＰ（４－３２）を測定することができる。第１のモノクローナル抗体の固相への固
定化の方法、第２のモノクローナル抗体の標識物質での標識の方法など、測定試薬を構成
する上での具体的な方法は本明細書中に記載された方法のほか、当業者に周知の方法を制
限なく使用することができる。この構成の場合、ホモジーニアスな測定系として構成する
こともできるが、ヘテロジーニアスな測定系として構成することが好ましい。
【００３０】
　また、測定用試薬の感度や特異性を考慮して、
（ａ）標識物質で標識された第１のモノクローナル抗体、及び
（ｂ）第２のモノクローナル抗体を固定化した固相（プレートなど）、
という上記とは逆の構成を採用することもできる。
　この構成の場合、被検試料と標識物質で標識された第１のモノクローナル抗体含有溶液
を混合し、予めヒトＢＮＰ（４－３２）抗体複合体を溶液中で形成させておき、第２のモ
ノクローナル抗体を固定化した固相に添加することが好ましい。
【００３１】
＜標識イムノアッセイ法：イムノクロマトグラフ法＞
　一般的なイムノクロマトグラフ法では、メンブレンなどのシート状の固相支持体上、長
さ方向に対して、端から順番に「１．被検試料供給部位」、「２．第１のモノクローナル
抗体を含む標識試薬（第１のモノクローナル抗体は金コロイド粒子などの標識物質で標識
されている）を、メンブレン上において展開可能に保持した標識試薬部位」、「３．標識
物質で標識された第１のモノクローナル抗体とヒトＢＮＰ（４－３２）の複合体を捕捉す
るための第２のモノクローナル抗体を固定化した捕捉試薬部位」を被検試料溶液が毛細管
現象により連続的に移動するよう構成されている。
具体的には、まず、ヒトＢＮＰ（４－３２）を含む被検試料を被検試料供給部位に所定量
添加すると、試料が固相支持体を展開移動する過程で標識試薬部位に侵入し、ヒトＢＮＰ
（４－３２）が標識試薬（第１のモノクローナル抗体を含む）と結合しヒトＢＮＰ（４－
３２）標識試薬の複合体が形成される。ヒトＢＮＰ（４－３２）標識試薬複合体はそのま
まメンブレン上を展開移動し、メンブレン上の第２のモノクローナル抗体を含む捕捉試薬
部位に侵入すると、固相支持体上に固定化された捕捉試薬に捕捉され、捕捉試薬（第２の
モノクローナル抗体）－ヒトＢＮＰ（４－３２）標識試薬（第１のモノクローナル抗体）
の複合体が捕捉試薬位置に形成される。そして、標識試薬を任意の方法（可視可能な金コ
ロイド粒子の場合はその凝集像、酵素の場合は基質を添加することによる発色反応）で検
出することで、被分析物質の存在を判定することができる。
　なお、理解を容易にするため、「１．被検試料供給部位」と「２．第１のモノクローナ
ル抗体を含む標識試薬（第１のモノクローナル抗体は金コロイド粒子などの標識物質で標
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識されている）を、メンブレン上において展開可能に保持した標識試薬部位」を、独立し
て被検試料の移動方向順に記載したが、上から「１」、「２」の順で積み上げられた構造
など、当業者に周知の態様・構成が採用されうることを当業者は当然に理解することがで
きる。
　また、本発明の測定試薬キットとしては、上記の基本的な試薬構成に加えて、タンパク
質変性処理剤との組み合わせなどが挙げられる。
　以下、実施例をあげて本発明をさらに詳細に説明するが、本発明はこれらに限定される
ものではない。
【実施例】
【００３２】
〔試験例１〕本発明のモノクローナル抗体の製造方法
１．合成ペプチドの調製
（１）ヒトＢＮＰ断片（以下、ヒトＢＮＰと略す）（４－１０）、ヒトＢＮＰ（３－１０
）、ヒトＢＮＰ（５－１０）
　　外部業者にペプチド合成を委託した。
（２）ヒトＢＮＰ（４－３２）
　　外部業者にペプチド合成を委託した。
【００３３】
２．その他の材料
（１）フロインド完全アジュバント：和光純薬工業社製，０１４－０９５４１
（２）ミエローマ細胞（ＳＰ２／Ｏ）
（３）ＲＰＭＩ１６４０, ＧｌｕｔａＭＡＸ：ＧＩＢＣＯ社製，６１８７０－０３６
（４）Ｆｅｔａｌ Ｂｏｖｉｎｅ Ｓｅｒｕｍ （ＦＢＳ）：ＢＩＯＬＯＧＩＣＡＬ　ＩＮ
ＤＵＳＴＲＩＥＳ社製，０４－００１－１Ａ
（５）ポリエチレングリコール溶液（ＰＥＧ）：ＳＩＧＭＡ,Ｐ７３０６
（６）ＨＡＴ 培地：コスモバイオ社製，１６２１３００４
（７）９６穴プレート：ＮＵＮＣ,１６７００８
（８）ＨＲＰ標識ヤギ抗マウスＩｇＧ（γ）抗体：Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｂｉｏｔｅｃｈ社
製，１０３０－０５
【００３４】
３．免疫用コンジュゲート液の調製
　ヒトＢＮＰ（４－１０）を含むフラグメント溶液（１０ｍｇ／ｍｌ、リン酸緩衝生理食
塩水（ＰＢＳ）で溶解したもの）と、マレイミド活性化ＫＬＨもしくはＯＶＡ溶液（１０
ｍｇ／ｍｌ、ＰＢＳで溶解したもの）を、体積比で１：１で混和し、室温で２時間撹拌し
て反応させた。その後、反応液をＰＢＳに対して２日間４℃で透析することにより、免疫
用コンジュゲート液を得た。
【００３５】
４．抗ヒトＢＮＰ（４－３２）モノクローナル抗体産生ハイブリドーマの作製
（１）動物への免疫
　前記免疫用コンジュゲート液（０．２～１ｍｇ／ｍｌ）とフロインド完全アジュバンド
を等量ずつ混合して調製したエマルジョンを用い、メスのＢＡＬＢ／ｃマウスの皮下もし
くはフットパッドに１匹あたり２０～３０μｇを注射した。さらに、１週間の間隔で７～
８回、該エマルジョンの注射を繰り返した。マウス尾部静脈より採血して得た抗血清中の
抗体価を、後述する抗原固相化ＥＬＩＳＡ法にて測定した。
【００３６】
（２）１次スクリーニング（抗原固相化ＥＬＩＳＡ法）
　前記マウス抗血清中の抗ヒトＢＮＰ（４－１０）抗体の存在を、免疫用コンジュゲート
液と同様の方法で作製した、ヒトＢＮＰ（４－１０）とＢＳＡとのコンジュゲート液を固
相化したＥＬＩＳＡ法（抗原固相化ＥＬＩＳＡ法）で確認した。抗原固相化ＥＬＩＳＡ法
の詳細は以下である。
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（２－１）抗原固相化ＥＬＩＳＡ用プレートの作製
　ヒトＢＮＰ（４－１０）とＢＳＡとのコンジュゲート液を１μｇ／ｍＬになるよう、１
５０ｍＭ塩化ナトリウムを含む２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．２；以下、ＰＢＳという
）に溶解し、該溶解液５０μＬを９６穴マイクロプレートの各ウェルに分注して、４℃で
１晩静置した。
　前記各ウェルを０．０５％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０を含むＰＢＳ（以下、ＰＢＳＴ
という）４００μＬで３回洗浄した後、１％牛血清アルブミンを含むＰＢＳＴ（以下、Ｂ
ＳＡ－ＰＢＳＴという）１００μＬを加え、室温で１時間ブロッキングを行った。これを
ＥＬＩＳＡ用プレートとした。
（２－２）抗原固相化ＥＬＩＳＡ法
　前記ＥＬＩＳＡ用プレートの各ウェルをＰＢＳＴ４００μＬで３回洗浄した後、ＢＳＡ
－ＰＢＳＴで５００倍から１３５００倍に希釈したマウス抗血清５０μＬを前記各ウェル
に添加し、室温で１時間静置した。　前記各ウェルをＰＢＳＴ４００μＬで３回洗浄した
後、ＢＳＡ－ＰＢＳＴで５０００倍希釈したＨＲＰ標識ヤギ抗マウスＩｇＧ（γ）を５０
μＬ前記各ウェルに分注し、室温で１時間静置した。前記各ウェルをＰＢＳＴ４００μＬ
で３回洗浄した後、０．２％オルトフェニレンジアミン及び０．０２％過酸化水素を含む
クエン酸緩衝液（ｐＨ５．０）５０μＬを加え、室温で１０分間放置後、４．５Ｎ硫酸５
０μＬを加えて酵素反応を停止させ、波長４９２ｎｍにおける吸光度を測定した。測定の
結果、抗体価の高かったマウスから、脾臓もしくはリンパ節を摘出して、脾臓由来細胞も
しくはリンパ節由来細胞を調製し、細胞融合に用いた。
【００３７】
（３）細胞融合
　前記脾臓由来細胞もしくはリンパ節由来細胞のいずれかとミエローマ細胞を細胞数で６
対１の割合で混合し、ＰＥＧを添加して細胞融合させた。該融合させた細胞をＨＡＴ培地
に懸濁し、ＣＯ２インキュベータ内で３７℃、５％ＣＯ２にて８日間培養して、融合細胞
（ハイブリドーマ）を得た。　
【００３８】
（４）ハイブリドーマの選別　（抗原固相化ＥＬＩＳＡ法）
　上述の抗原固相化ＥＬＩＳＡ法において、マウス抗血清の代わりに融合細胞の培養上清
を用いた以外は、同様の方法を行った。測定の結果、吸光度の高いウェルを抗ヒトＢＮＰ
（４－１０）抗体産生ハイブリドーマの存在するウェル（陽性ウェル）として選択した。
【００３９】
（５）２次スクリーニング（ウエスタンブロッティング）
　上述の１次スクリーニングで選択した抗体産生細胞を培養し、その培養上清を用いて抗
ＢＮＰ（４－３２）抗体産生細胞の２次スクリーニングとしてウエスタンブロッティング
で更に選別した。
　先ず、ＰＢＳにヒトＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ（４－３２）、ヒトＢＮＰ（５－
３２）を６０μｇ／ｍＬに溶解し、メルカプトエタノール含有のＳＤＳ処理液（コスモバ
イオ社製　Ｐｒｏｄ＃４２３４３７）と１：１で混和後、９５℃で１０分間処理した。次
いでこの溶液をマルチゲルミニII（コスモバイオ社製　Ｐｒｏｄ＃４２４９１６）の各ｌ
ａｎｅに１０μＬずつ添加し、定法どおりにＳＤＳ－ＰＡＧＥを実施した。続いて泳動後
のゲルをセミドライブロッティング試薬の陰極液に浸して約１０分間振とう後、セミドラ
イブロッティング装置を用いて定法どおりにＰＶＤＦ膜（コスモバイオ社製　Ｐｒｏｄ＃
４２３５３６）に転写を行った。ＰＶＤＦ膜を切り分けた後、ＢＳＡ－ＰＢＳＴに１時間
浸してブロッキングしたのち、ＢＳＡ－ＰＢＳＴで適当な濃度に希釈した融合細胞の培養
上清を、切り分けたＰＶＤＦ膜上に添加し、室温で１時間静置した。この膜をＰＢＳＴに
浸して振とう洗浄後、ＢＳＡ－ＰＢＳＴで５０００倍希釈したＨＲＰ標識ヤギ抗マウスＩ
ｇＧ（γ）に浸し、室温で１時間振とうした。更にＰＢＳＴに浸して振とう洗浄後、０．
２ｍｇ／ｍＬに希釈したＤＡＢ溶液（同仁化学研究所製　Ｐｒｏｄ＃３４７－００９０４
）に浸し、１０分間静置後に精製水に移して反応を停止した。ＤＡＢによる検出の結果、
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ヒトＢＮＰ（１－３２）溶液及びヒトＢＮＰ（５－３２）溶液を転写した場合にはバンド
が検出されず、且つヒトＢＮＰ（４－３２）溶液を転写した場合にはバンドが検出される
培養上清のウェルを、抗ヒトＢＮＰ（４－３２）抗体産生の陽性ウェルとして選択した。
【００４０】
（６）クローニング及びモノクローナル抗体採取
　上述の１次スクリーニング及び２次スクリーニングで選択された抗ヒトＢＮＰ（４－３
２）抗体産生株ハイブリドーマを用いて、ハイブリドーマの単クローン化とモノクローナ
ル抗体の精製を行った。　
　単クローン化は定法（限界希釈法）で行い、上述の抗原固相化ＥＬＩＳＡ法と同様の方
法で陽性ウェルを選別し、最終的に３種の抗ヒトＢＮＰ（４－３２）モノクローナル抗体
産生ハイブリドーマを得た。　各細胞の約１０５個をプリスタン前処理したマウス腹腔に
投与し、生成した腹水をそれぞれ採取した。採取した各腹水から遠心分離により不溶物を
除去し、等量の飽和硫安液を加え、撹拌しながら１晩放置後、遠心分離で沈殿を回収した
。回収した沈殿を２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ緩衝液（ｐＨ８．０）に溶解し、同緩衝液で透析し
た。透析内容物それぞれを同緩衝液で平衡化したＤＥＡＥ－セファロースカラムに別個に
吸着させた後、それぞれ同緩衝液中の塩化ナトリウム０～３００ｍＭの濃度勾配で溶出さ
せて得たＩｇＧ画分を５０ｍＭグリシン緩衝液で透析して、３種の抗体を得た。
【００４１】
〔試験例２〕本発明のモノクローナル抗体のエピトープ分析（１）
１．試験方法
　９６２０１、９６２０４、９６２０７抗体と反応するヒトＢＮＰ（４－３２）のエピト
ープを、以下に記述する競合ＥＬＩＳＡにより決定した。先ず、上述の抗原固相化ＥＬＩ
ＳＡ法と同様の方法でＥＬＩＳＡ用プレートを作製した。各ウェルをＰＢＳＴ４００μＬ
で３回洗浄した後、ＰＢＳに溶解したヒトＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ（３－１０）
、ヒトＢＮＰ（４－１０）、ヒトＢＮＰ（５－１０）をＢＳＡ－ＰＢＳＴで２０、２、０
．２μｇ／ｍＬに希釈してＥＬＩＳＡ用プレートに２５μＬ／ウェルずつ分注した。
　次いで、その上からＢＳＡ－ＰＢＳＴで０．１μｇ／ｍＬに希釈した９６２０１、９６
２０４、９６２０７抗体を２５μＬ／ウェルずつ分注し、室温で１時間静置した。前記各
ウェルをＰＢＳＴ４００μＬで３回洗浄した後、ＢＳＡ－ＰＢＳＴで５０００倍希釈した
ＨＲＰ標識ヤギ抗マウスＩｇＧ（γ）を５０μＬ前記各ウェルに分注し、室温で１時間静
置した。　更に前記各ウェルをＰＢＳＴ４００μＬで３回洗浄した後、０．２％オルトフ
ェニレンジアミン及び０．０２％過酸化水素を含むクエン酸緩衝液（ｐＨ５．０）５０μ
Ｌを加え、室温で１０分間静置後、４．５Ｎ硫酸５０μＬを加えて酵素反応を停止させ、
波長４９２ｎｍにおける吸光度を測定した。
【００４２】
２．試験結果
　結果を図１に示す。図１によれば、ヒトＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ（３－１０）
またはヒトＢＮＰ（５－１０）を添加したときは、吸光度の減少は観察されなかった。一
方、ヒトＢＮＰ（４－１０）を添加したときは、濃度依存的に吸光度が減少した。この測
定系では、吸光度は、プレートに固相化したヒトＢＮＰ（４－１０）とＢＳＡとのコンジ
ュゲートに結合した抗体の量に依存する。つまり、ヒトＢＮＰ（４－１０）の添加により
蛍光強度が減少するということは、溶液中の遊離のヒトＢＮＰ（４－１０）が、９６２０
１、９６２０４、９６２０７抗体と固相化したコンジュゲートとの結合を阻害することを
示している。従って、９６２０１、９６２０４、９６２０７抗体は、ヒトＢＮＰ（４－１
０）のＮ末端を含む部位を認識することが明らかとなった。
【００４３】
〔試験例３〕本発明のモノクローナル抗体のエピトープ分析（２）
１．試験方法
　９６２０１、９６２０４、９６２０７抗体のエピトープを、上述のウエスタンブロッテ
ィングにより解析した。具体的には、上述のウエスタンブロッティングにおいて、融合細
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胞の培養上清の代わりに以下の抗体を用いた以外は、同様の方法を行った。すなわち、上
述の方法でヒトＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ（４－３２）、ヒトＢＮＰ（５－３２）
をＰＶＤＦ膜へ転写し、ブロッキングを行った後、本発明の抗体（モノクローナル抗体９
６２０１、９６２０４、９６２０７）、ヒトＢＮＰの環状部位を認識する抗体（モノクロ
ーナル抗体（Ａ））、ヒトＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ（４－３２）、ヒトＢＮＰ（
５－３２）を認識しない陰性コントロールとする抗体（モノクローナル抗体（Ｂ））を、
それぞれＢＳＡ－ＰＢＳＴで５μｇ／ｍＬに希釈した溶液を、切り分けたＰＶＤＦ膜上に
添加した。
【００４４】
２．試験結果
　結果を図２に示す。図２によれば、９６２０１、９６２０４、９６２０７抗体は、ヒト
ＢＮＰ（１－３２）及びヒトＢＮＰ（５－３２）とは反応せず、ヒトＢＮＰ（４－３２）
のみに特異的に反応することが判明した。
【００４５】
〔試験例４〕モノクロ－ナル抗体を用いたヒトＢＮＰ（４－３２）、ヒトＢＮＰ（１－３
２）のサンドイッチＥＬＩＳＡ（１）
１．試験方法
　ＰＢＳに９６２０７抗体を５μｇ／ｍＬに希釈した溶液を９６穴マイクロプレートに５
０μＬ／ウェルずつ分注して、４℃で１晩静置した。次いで各ウェルをＰＢＳＴ４００μ
Ｌで３回洗浄した後、ＢＳＡ－ＰＢＳＴ１００μＬを加えて室温で１時間ブロッキングを
行い、これをＥＬＩＳＡ用プレートとした。前記ＥＬＩＳＡ用プレートの各ウェルをＰＢ
ＳＴ４００μＬで３回洗浄した後、ＰＢＳに５０μｇ／ｍＬに溶解したヒトＢＮＰ（１－
３２）もしくはヒトＢＮＰ（４－３２）と、１％ＳＤＳ（ドデシル硫酸ナトリウム）－５
０ｍＭ　ＤＴＴ（ジチオスレイトール）－０．２Ｍ　ＰＢ　ｐＨ８．５処理液とを１：９
で混和し、これを９５℃で１０分間処理したのち、ＢＳＡ－ＰＢＳＴで５０ｎｇ／ｍＬに
希釈してＥＬＩＳＡ用プレートに５０μＬ／ウェルずつ分注した。該ＥＬＩＳＡプレート
をＰＢＳＴ４００μＬで３回洗浄した後、ヒトＢＮＰ（２６－３２）を認識するビオチン
標識化した３３２３６抗体をＢＳＡ－ＰＢＳＴで１μｇ／ｍＬに希釈した溶液を５０μＬ
／ウェルずつ分注し、室温で１時間静置した。更にＰＢＳＴ４００μＬで３回洗浄後、Ｉ
ｍｍｕｎｏ　Ｐｕｒｅ（登録商標）Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ，ＨＲＰ　Ｃｏｎｊｕｇａ
ｔｅｄ（ＰＩＥＲＣＥ社製　Ｐｒｏｄ＃２１１２６）をＢＳＡ－ＰＢＳＴで０．２μｇ／
ｍＬに希釈した溶液を５０μＬ／ウェルずつ分注し、室温で３０分間静置した。前記各ウ
ェルをＰＢＳＴ４００μＬで３回洗浄した後、０．２％オルトフェニレンジアミン及び０
．０２％過酸化水素を含むクエン酸緩衝液（ｐＨ５．０）５０μＬを加え、室温で１０分
間放置後、４．５Ｎ硫酸５０μＬを加えて酵素反応を停止させ、波長４９２ｎｍにおける
吸光度を測定した。
【００４６】
２．試験結果
　結果を図３に示す。図３によれば、ヒトＢＮＰ（４－３２）を添加した場合は、ヒトＢ
ＮＰ（１－３２）を添加した場合に比べて、非常に高い吸光度を示した。これは、固相化
した９６２０７抗体は、変性及び還元処理したヒトＢＮＰ（４－３２）と結合するが、ヒ
トＢＮＰ（１－３２）と結合しないことを示している。すなわち、９６２０７抗体は、ヒ
トＢＮＰ（４－３２）に特異的な抗体であり、本抗体を使用することでヒトＢＮＰ（４－
３２）と特異的な測定法を構築できることが明らかとなった。なお、変性または還元処理
を行わない場合には、ヒトＢＮＰ（１－３２）、（４－３２）のいずれでも発色が確認さ
れなかった（結果図示せず）。このことは、ヒトＢＮＰ（４－３２）における抗体の結合
部位が、変性または還元処理により抗体に認識されやすい状態になったことを示唆するも
のであり、ヒトＢＮＰ（４－３２）の特異的な測定には、変性または還元処理が有用であ
ることを示すものといえる。
【００４７】
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〔試験例５〕モノクロ－ナル抗体を用いたヒトＢＮＰ（４－３２）、ヒトＢＮＰ（１－３
２）のサンドイッチＥＬＩＳＡ（２）
１．試験方法
　前述のサンドイッチＥＬＩＳＡ（１）と同様にしてＥＬＩＳＡ用プレートを作製した。
各ウェルをＰＢＳＴ４００μＬで３回洗浄した後、ＰＢＳに２００μｇ／ｍＬに溶解した
ヒトＢＮＰ（４－３２）と、１％ＳＤＳ　－０．２Ｍ　ＰＢ　ｐＨ８．５処理液とを１：
９で混和し、これを９５℃で１０分間処理したのち、ＢＳＡ－ＰＢＳＴで２００、１００
、５０、２５、１２．５ｎｇ／ｍＬに希釈してＥＬＩＳＡ用プレートに５０μＬ／ウェル
ずつ分注した。
【００４８】
２．試験結果
　結果を図４に示す。図４によれば、１％ＳＤＳで処理を施したヒトＢＮＰ（４－３２）
を添加した場合、ヒトＢＮＰ（４－３２）の濃度に依存して高い吸光度を示したことから
、ヒトＢＮＰ（４－３２）に変性処理を施すことで、高い感度を得られることが明らかと
なった。
【００４９】
〔試験例６〕本発明のモノクローナル抗体のエピトープ分析（３）
１．試験方法
９６２０１、９６２０４、及び９６２０７抗体と反応するヒトＢＮＰ（４－３２）のエピ
トープを詳細に絞り込むため、競合ＥＬＩＳＡを実施した。先ず、上述の抗原固相化ＥＬ
ＩＳＡ法と同様の方法でＥＬＩＳＡ用プレートを作製した。各ウェルをＰＢＳＴ４００μ
Ｌで３回洗浄した後、ＰＢＳに溶解したヒトＢＮＰ（４－６）、ヒトＢＮＰ（４－７）、
ヒトＢＮＰ（４－８）、ヒトＢＮＰ（４－９）、またはヒトＢＮＰ（４－１０）の各合成
ペプチド（いずれも外部業者に合成を委託して得た）を、ＢＳＡ－ＰＢＳＴで２０、２、
０．２μｇ／ｍＬに希釈してＥＬＩＳＡ用プレートに２５μＬ／ウェルずつ分注した。以
降は、〔試験例２〕“本発明のモノクローナル抗体のエピトープ分析（１）”と同様の方
法で行った。
【００５０】
２．試験結果
　結果を図５に示す。図５Ａ及びＣによれば、９６２０１及び９６２０７抗体については
、ヒトＢＮＰ（４－６）、ヒトＢＮＰ（４－７）、ヒトＢＮＰ（４－８）、またはヒトＢ
ＮＰ（４－９）を添加したときは吸光度の減少は観察されず、ヒトＢＮＰ（４－１０）を
添加した場合に限り、濃度依存的に吸光度が減少した。従って、９６２０１及び９６２０
７抗体は、ヒトＢＮＰ（４－３２）のＮ末端から７番目のアミノ酸を含む部位を認識する
ことが明らかとなった。一方で、図５Ｂによれば、９６２０４抗体については、いずれの
ペプチド抗原を添加した場合においても濃度依存的に吸光度が減少した。従って、９６２
０４抗体は、ヒトＢＮＰ（４－３２）のＮ末端から３番目のアミノ酸を含む部位を認識す
ることが明らかとなった。
【００５１】
〔試験例７〕本発明のモノクローナル抗体のエピトープ分析（４）
１．試験方法
　９６２０１、９６２０４、及び９６２０７抗体のエピトープを、上述のウエスタンブロ
ッティングによって更に解析した。具体的には、ヒトＢＮＰ（１－３２）、ヒトＢＮＰ（
３－３２）、ヒトＢＮＰ（４－３２）、及びヒトＢＮＰ（５－３２）を用いた以外は、〔
試験例３〕“本発明のモノクローナル抗体のエピトープ分析（２）”と同様の方法で行っ
た。
【００５２】
２．試験結果
　結果を図６に示す。図６によれば、９６２０１、９６２０４、及び９６２０７抗体は、
ヒトＢＮＰ（１－３２）、ＢＮＰ（３－３２）、及びヒトＢＮＰ（５－３２）とは反応せ
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ず、ヒトＢＮＰ（４－３２）のみに特異的に反応することが明らかとなった。
【００５３】
〔試験例８〕モノクロ－ナル抗体を用いたヒトＢＮＰ（４－３２）、ヒトＢＮＰ（１－３
２）のサンドイッチＥＬＩＳＡ（３）
１．試験方法
　ＰＢＳに９６２０１、９６２０４、９６２０７抗体、またはヒトＢＮＰ（１－３２）と
ヒトＢＮＰ（４－３２）のいずれにも反応しない抗体（マウスモノクローナル抗体（Ｃ）
）を５μｇ／ｍＬに希釈した。この溶液を９６穴マイクロプレートに５０μＬ／ウェルず
つ分注して、４℃で１晩静置した。次いで各ウェルをＰＢＳＴ４００μＬで３回洗浄した
後、ＢＳＡ－ＰＢＳＴ１００μＬを加えて室温で１時間ブロッキングを行い、これをＥＬ
ＩＳＡ用プレートとした。前記ＥＬＩＳＡ用プレートの各ウェルをＰＢＳＴ４００μＬで
３回洗浄した後、ＢＳＡ－ＰＢＳＴで１０、５、２．５、１．２５、０．６３、０．３１
、０．１６μｇ／ｍＬの各濃度に希釈したヒトＢＮＰ（１－３２）またはヒトＢＮＰ（４
－３２）を、ＥＬＩＳＡ用プレートに５０μＬ／ウェルずつ分注した。該ＥＬＩＳＡプレ
ートをＰＢＳＴ４００μＬで３回洗浄した後、ヒトＢＮＰ（２６－３２）を認識するビオ
チン標識３３２３６抗体（２μｇ／ｍＬ）を５０μＬ／ウェルずつ分注し、室温で１時間
静置した。ＰＢＳＴ４００μＬで３回洗浄後、Ｉｍｍｕｎｏ　Ｐｕｒｅ（登録商標）Ｓｔ
ｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ，ＨＲＰ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ（ＰＩＥＲＣＥ社製　Ｐｒｏｄ＃
２１１２６）（０．２μｇ／ｍＬ）を５０μＬ／ウェルずつ分注し、室温で３０分間静置
した。前記各ウェルをＰＢＳＴ４００μＬで３回洗浄した後、０．２％オルトフェニレン
ジアミン及び０．０２％過酸化水素を含むクエン酸緩衝液（ｐＨ５．０）５０μＬを加え
、室温で１０分間放置後、４．５Ｎ硫酸５０μＬを加えて酵素反応を停止させ、波長４９
２ｎｍにおける吸光度を測定した。９６２０１、９６２０４、または９６２０７抗体を用
い得られた吸光度から、マウスモノクローナル抗体（Ｃ）を用い得られた吸光度を差し引
いた数値を、９６２０１、９６２０４、または９６２０７抗体の反応性による吸光度とし
た。
【００５４】
２．試験結果
　結果を図７に示す。図７によれば、ヒトＢＮＰ（４－３２）を添加した場合は、ヒトＢ
ＮＰ（１－３２）を添加した場合に比べて、非常に高い吸光度を示し、特に９６２０７抗
体において顕著であった。更に、ヒトＢＮＰ（４－３２）では濃度依存的に反応性の上昇
が認められた。従って、ヒトＢＮＰ（４－３２）に特異的な測定法を構築できることが明
らかとなった。なお、本試験例では、ヒトＢＮＰ（４－３２）の変性または還元処理を行
っていないが、反応させる抗原量を試験例４あるいは試験例５よりも増量している。この
ことは、ヒトＢＮＰ（４－３２）における抗体の結合部位が、変性または還元処理により
抗体に認識されやすい状態になるものであるが、変性または還元処理が無い場合でも、抗
体の結合を完全に妨害するような状態にあるわけではないことを示唆するものといえる。
従来、ヒトＢＮＰ（４－３２）に対する抗体取得の報告がなかった理由は、この点の見過
ごしにあったことが考えられる。
【産業上の利用可能性】
【００５５】
　本発明の抗体は、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）に反応し、かつ、ヒト全長ＢＮＰ（１－
３２）とは反応しない抗体であるから、試料中のヒトＢＮＰ断片（４－３２）を特異的に
免疫学的に測定することができる。したがって、ＢＮＰおよび各種のヒトＢＮＰ断片が存
在する試料においても、ヒトＢＮＰ断片（４－３２）のみを免疫学的に測定することがで
きる。
【受託番号】
【００５６】
［寄託生物材料への言及］
（１）抗体番号９６２０１を産生するハイブリドーマ９６２０１
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イ　当該生物材料を寄託した寄託機関の名称及び住所
独立行政法人製品評価技術基盤機構　
日本国千葉県木更津市かずさ鎌足２－５－８（郵便番号２９２－０８１８）
ロ　イの寄託機関に生物材料を寄託した日付
平成２８年８月１８日
ハ　イの寄託機関が寄託について付した受託番号
ＮＩＴＥ　ＢＰ－０２３３１
（２）抗体番号９６２０４を産生するハイブリドーマ９６２０４
イ　当該生物材料を寄託した寄託機関の名称及び住所
独立行政法人製品評価技術基盤機構　
日本国千葉県木更津市かずさ鎌足２－５－８（郵便番号２９２－０８１８）　　　　　
ロ　イの寄託機関に生物材料を寄託した日付
平成２８年８月１８日
ハ　イの寄託機関が寄託について付した受託番号
ＮＩＴＥ　ＢＰ－０２３３２
（３）抗体番号９６２０７を産生するハイブリドーマ９６２０７
イ　当該生物材料を寄託した寄託機関の名称及び住所
独立行政法人製品評価技術基盤機構　
日本国千葉県木更津市かずさ鎌足２－５－８（郵便番号２９２－０８１８）　　　　　
ロ　イの寄託機関に生物材料を寄託した日付
平成２８年８月１８日
ハ　イの寄託機関が寄託について付した受託番号
ＮＩＴＥ　ＢＰ－０２３３３

【図１】 【図２】
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【図６】 【図７】



(19) JP WO2018/074533 A1 2018.4.26

10

20

30

40

【国際調査報告】
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