
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　体液中のコラーゲン断片の測定方法であって、前記体液の試料をコラーゲン断片に対す
る少なくとも一つの免疫学的結合性パ－トナ－と接触させることと、前記免疫学的結合性
パ－トナ－が、

　　　

前記該免疫学的結合性パ－トナ－の一つ又は複数を、全抗体または免疫学的に活性なその
断片のいずれかとして、試料中のコラーゲン断片の定量測定法に組み込むこととを特徴と
する、前記測定方法。
【請求項２】
　体液中の試料を、免疫学的結合性パ－トナ－の一つまたは複数と接触させることに加え
て、請求項１に記載された対応した合成ペプチドと直接接触させる、請求項１に記載され
た方法。
【請求項３】
　該免疫学的結合性パ－トナ－が、請求項１に記載された対応した合成ペプチドを用いて
免疫化することによって生成されたものである、請求項１または２に記載された方法。
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９アミノ酸長以下の合成ペプチドと免疫反応を示し、その配列はヒト I型
コラーゲンもしくはヒト II型コラーゲンの配列の一部に一致し、以下の配列：
I型： Glu-Lys-Ala-His-Asp-Gly-Gly-Arg

Asp-Glu-Lys-Ser-Thr-Gly-Gly
II型： Glu-Lys-Gly-Pro-Asp
のうちの１つを含む合成ペプチドと免疫反応性を示し、



【請求項４】
　該体液がヒトの尿、血液、血清または滑液・滑膜液である請求項１に記載された方法。
【請求項５】
　請求項１に記載された該合成ペプチドのいずれかに対して結合するモノクローナル抗体
を産生する能力を有する細胞系。
【請求項６】
　請求項５に記載された細胞系によって産生されるモノクローナル抗体。
【請求項７】
　

　　　

【請求項８】
　 Glu-Lys-Ala-His-Asp-Gly-Gly-Argなる配列 合成ペプチドを用いて免疫化する
ことによって作られる請求項７に記載された免疫学的結合性パ－トナ－。
【請求項９】
　体液中のコラーゲン断片の量を数量化するためのテストキットであって、前記キットが
請求項１に記載された配列を有する合成ペプチドと免疫反応性を示す少なくとも１つの免
疫学的結合性パ－トナ－を包含して成るものである、前記テストキット。
【請求項１０】
　請求項８に記載された免疫学的結合性パ－トナ－を包含して成る、請求項９に記載され
たテストキット。
【請求項１１】
　患者において、コラーゲン代謝に関連した疾患の存在に合致した物質の存在を体液でテ
ストする方法であって、下記する三つの工程から成る前記テストする方法：
（ａ）前記患者から採取した試料をコラーゲン断片に対する少なくとも１つの免疫学的結
合性パ－トナ－と接触させること。なお、該結合性パ－トナ－は、請求項１に記載された
合成ペプチドに免疫反応性を示す抗体またはその断片であるとする、
（ｂ）該試料中のコラーゲン断片に結合した前記抗体の量を検出すること、及び
（ｃ）該量を、コラーゲン代謝に関連した何れの疾患にも罹患していない対照被験者から
採取した試料中において測定した前記抗体の結合量に基づいて予め確立・作成しておいた
標準に前記量を比較対照すること。
【請求項１２】
　該抗体が、対応した合成ペプチドを用いて免疫化することによって作られたものである
、請求項１１に記載された方法。
【請求項１３】
　骨組織、結合組織および他の組織の代謝の他のマーカーと組み合わせてコラーゲン断片
の測定を行うことから成る、請求項１１に記載された方法。
【請求項１４】
　体液中における同様に免疫反応性を示すペプチドの量を定量する際に請求項１に記載さ
れた合成ペプチドを標準とする、請求項１に記載の合成ペプチドの使用。
【請求項１５】
　免疫原剤の調製における、請求項１に記載された合成ペプチドの使用。
【請求項１６】
　診断剤として使用される、請求項７に記載された免疫学的結合性パートナー。
【請求項１７】
　請求項１に記載された合成ペプチドから成る免疫原性組成物。
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９アミノ酸長以下の合成ペプチドを用いて免疫化することによって作られた免疫学的結
合性パートナーであって、その配列は、ヒトＩ型コラーゲンもしくはヒト II型コラーゲン
の配列の一部と一致し、以下の配列：
I型： Glu-Lys-Ala-His-Asp-Gly-Gly-Arg

Asp-Glu-Lys-Ser-Thr-Gly-Gly
II型： Glu-Lys-Gly-Pro-Asp
のうちの 1つを含む、免疫学的結合性パ－トナ－。

からなる



【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、体液中のコラーゲン断片を測定する方法に関する。本発明は、さらに、本発明
の該方法を実施するのに用いる、合成ペプチド、モノクローナルおよびポリクローナル抗
体ならびに細胞系を含む手段に関する。なおさらに、本発明は、コラーゲンの代謝に関連
する疾患、特に骨粗鬆症を診断するために前記方法を使用する方法・用途に関する。
【０００２】
【従来の技術とその問題点】
コラーゲンとコラーゲン代謝疾患
骨粗鬆症はヒトにおいて最も広範に認められる骨の疾病である。原発性骨粗鬆症は、高い
骨折受傷性を伴うのであるが、骨格の骨質量の漸進的減少に起因する疾患であり、アメリ
カ合衆国だけでも１５００万乃至２０００万の人々が罹患していると推定されている。こ
の疾患の基礎は、骨の再形成、即ち骨組織の形成および吸収の速度が年齢に依存して不均
衡になることである。
【０００３】
アメリカ合衆国においては毎年、骨粗鬆症に関連した骨折が約１２０万件も老人に起こっ
ており、これには約５３８０００の脊髄の圧縮骨折、約２２７０００の股関節骨折および
相当数の末梢骨の初期骨折を含む。股関節骨折については、その１２乃至２０％が致命的
である。その理由は、重度の外傷および出血を引き起こし、而も助かった患者の半分は家
庭での看護を必要とする。骨粗鬆症関連傷害から生じる合計コストは今や、米国で年間少
なくとも１００億ドルに達する（ Riggs, New England Journal of Medicine. 327:620-72
7(1992))。
【０００４】
骨粗鬆症は、閉経後の女性に最も広範に生起するのであるが、それは平均して閉経後１０
年以内にその骨の質量の１５％を失うからである。またこの疾病は、老齢になるに従い男
性でもまた若い無月経の女性運動競技者でも起こる。骨粗鬆症が持つ社会的かつ経済的影
響の重要性は大きく而も増大しているにも係わらず、患者または健常な被験者において骨
吸収速度を測定するための信頼できる測定方法は、その利用可能性は極めて限定されてい
る。コラーゲン代謝の異常を必然的に伴う（およびこれに関連した）他の疾患としては、
パジェット病、マルファン症候群、骨形成不全、コラーゲン組織における新生物増殖、小
人症、慢性関節リウマチ、変形性関節症および脈管炎症候群などがある。
【０００５】
ヒトコラーゲンには、これまでに三種類のものが公知であり報告されている。クラスＩコ
ラーゲンは、Ｉ型、ＩＩ型、ＩＩＩ型、Ｖ型およびＸＩ型にさらに細分され、フィブリル
を形成することが知られている。Ｉ型乃至ＩＩＩ型のアミノ酸配列を（これまでに解明さ
れたところまで）添付書類Ａとして添付する。
【０００６】
Ｉ型コラーゲンは、骨の有機マトリックスの９０％以上を占めており、従って原理的には
Ｉ型コラーゲンの分解を追跡することによって骨吸収速度を推定することが可能でる。同
様に、結合組織を包含する他の疾病状態は多数あるが、コラーゲンの分解を測定すること
によって追跡することが出来る。その例としては、慢性関節リウマチおよび変形性関節症
に関連するＩＩ型コラーゲンの分解および脈管炎症候群におけるＩＩＩ型コラーゲンの分
解が挙げられる。
【０００７】
ヒトＩＩＩ型コラーゲン、ヒト・プロα１（ＩＩ）コラーゲン及びヒトＩＩＩ型コラーゲ
ンの全プレプロα１（ＩＩＩ）鎖のアミノ酸配列並びにこれらに対応するｃＤＮＡクロー
ンが、いくつかのグループの研究者によって研究されその結果決定されている；即ち、 Lo
il et al., Nucleic Acids Research 12:9383-9394(1984);Sangiorgi et al., Nucleic A
cids Research, 13:2207-2225(1985); Baldwin et al., Biochem. J., 262:521-528(1989
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);および Ala-Kokko et al., Biochem. J. 260:509-516(1989)を参照。
【０００８】
Ｉ、ＩＩおよびＩＩＩ型コラーゲンは全て、プロコラーゲン分子として生体内で形成され
るのであるが、このプロコラ－ゲン分子は、コアコラーゲン分子に結合したＮ－末端およ
びＣ－末端プロペプチド配列から構成されて成る。コアコラーゲン合成の過程で生体内で
自然に生成するプロペプチドを除去すると、残るコラーゲン分子のコアは、その大半は非
三重ラセンである末端テロペプチド配列を有する三重ラセンから成っている。これらのテ
ロペプチド配列は、細胞外でのコラーゲンフィブリルの分子間架橋が起こる部位として重
要な機能を有する。またこのアルファラセン領域も架橋可能な部位を含んでいるが、この
領域から得られるペプチドは本発明の一部を構成する。
【０００９】
分子間架橋結合は、コラーゲンフィブリルに対して生物力学的安定性を付与する。これら
の架橋結合の形成は、リシンおよびヒドロキシリシンの対応するアルデヒドへの修飾によ
って開始される。コラーゲンの隣接鎖に位置するそれらの残基のうちのいくつかは、自発
的に相異なる分子間架橋結合を形成する。コラーゲンテロペプチド上にラセン領域から架
橋する部位の正確な位置は、既に以前に報告済である。例えば、 Kuehn, K., Immunochemi
stry of the extracellular matrix, 1:1-29、 CRC Press, Inc., Boca Raton, Florida (
1982) 、 Eyre, D.R.,Ann. Rev. Biochem., 53:717-48(1984)または米国特許第５１４０１
０３号を参照。さらに、Ｉ型、ＩＩ型およびＩＩＩ型コラーゲンにおいて架橋するための
いくつかの潜在的可能性のある部位について、アミノ酸配列を後記表１に示す。
【００１０】
繊維状蛋白質であるコラーゲンおよびエラスチンは、リシンまたはヒドロキシリシンの側
鎖からのアルデヒド形成に基づくユニークな機構によって架橋される。架橋の４つの相同
な座がＩ型、ＩＩ型およびＩＩＩ型コラーゲンの分子で明らかにされている（総説につい
ては、 Kuehn, K., Immunochemistry of the extra-cellular matrix, 1:1-29 (1982)）を
参照）。２つはアルデヒド部位であり、それぞれ各テロペプチド領域におけるものである
。残りの二つの部位は、分子の各末端から約９０残基離れて対称的に位置するヒドロキシ
リシンである。コラーゲン分子がフィブリルにパックすると、ラセン領域におけるこれら
の後者の部位は一列に配列し、隣接分子中のテロペプチドアルデヒドと反応する。かくし
て、３－ヒドロキシピリジニウム残基がヒドロキシリシン由来アルデヒドからの成熟架橋
結合であるという強力な証拠が得られる。しかしながら、別の経路、すなわち、リシン残
基のアルデヒド結合からの成熟架橋残基は依然知られていない。
【００１１】
コラーゲン分解に関する先行技術による測定方法
これまでに生体内（ in vivo）でのコラーゲンの分解を追跡するため開発されてきた測定
方法は、コラーゲンの分解産物を含む種々の生化学的マーカーを測定することによるもの
であった。しかしながら、これらの方法はいずれも、架橋可能部位を持つコラーゲン断片
から本質的に誘導した配列を有する合成ペプチドと免疫反応性を示す抗体の形態をとる免
疫学的結合性パ－トナ－を使用するものではなかった。
【００１２】
例えば、ヒドロキプロリンは、その大半がコラーゲンおよび骨や他の全ての結合組織にお
ける主要構造タンパク質に限定されているアミノ酸であるが、尿中に排泄される。その排
泄速度は、ある種の状態、特に前記したごときパジェット病－骨の代謝回転が大幅に増大
する代謝的骨疾患である－において増加することが知られている。
【００１３】
このような理由で、これまで尿中ヒドロキシプロリンがコラーゲン分解についてのアミノ
酸マーカーとして広く使用されてきたのである； Singer, F.R. et al., Metabolic Bone 
Disease, Vol. II (eds. Avioli, L.V., and Kane,S.M.), 489-575(1978), Academic Pre
ss, New York を参照。
【００１４】
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米国特許第３、６００、１３２号は、コラーゲン代謝における変動を追跡するため血清、
尿、腰椎液やその他の細胞間液などの体液中のヒドロキシプロリンの測定方法を開示して
いる。該特許においては、ヒドロキシプロリンは、パジェット病、マルファン症候群、骨
形成不全、コラーゲン組織における新生物増殖及び種々の形態の小人症のような病理学的
状態に関連して、コラーゲンの同化および異化が増大することと相関関係がある旨述べら
れている。
【００１５】
パジェット病に関連する骨吸収はまた、骨コラーゲンの分解の後に尿に排泄されるヒドロ
キシプロリンを含んだ小さいペプチドを測定することによっても追跡されてきた； Russel
 et al., Metab. Bone Dis. and Rel. Res. 4 and 5, 255- 262(1981) 及び前掲 Singer, 
F.R., et al.を参照。
【００１６】
パジェット病の場合は、尿中ヒドロキシプロリンの増加は恐らくは、その大半は骨分解に
基くものであろう；しかしながら、ヒドロキシプロリンは一般には、骨分解についての特
異的指標としては使用することは出来ない。尿中のヒドロキシプロリンの多くは、新規の
コラーゲン合成（新たに産生された蛋白質のうちのかなりの量が組織繊維に一体化させる
ことなく分解され、排泄される）に由来し且つある種の血中タンパク質やヒドロキシプロ
リンを含有する他のタンパク質の代謝変化に由来する可能性があるからである。
【００１７】
さらには、タンパク質分解に由来する遊離ヒドロキシプロリンの約８０％は肝臓で代謝さ
れ、決して尿には出現しない。 Kiviriko, K.I., Int. Rev. Connect. Tissue Res. 5:93(
1970)及び Weiss, P.H. and Klein, L., J. Clin. Invest. 48:1(1969)を参照。ヒドロキ
シプロリンは骨粗鬆症の良好なマーカーであるが、扱うのが面倒であって、骨に含まれる
コラーゲンに特異的である。
【００１８】
ヒドロキシリシンおよびその配糖体誘導体は、共にコラーゲン性タンパク質にとって独特
なものであって、コラーゲン分解のマーカーとしてヒドロキシプロリンよりも正確である
と考えられてきた。しかしながら、ヒドロキシプロリンについて前記したと同様の理由に
よって、ヒドロキシリシンおよびその配糖体は、恐らくは骨吸収の非特異的マーカーとし
ては同等であろう； Krane, S.M. and Simon, L.S., Develop. Biochem. 22:185(1981)を
参照。
【００１９】
また別の研究者は、関節疾病におけるコラーゲン分解の指標として架橋性化合物である３
－ヒドロキシピリジニウムを測定してきている。その背景および例については、 Wu and E
yre, Biochemistry, 23:1850 (1984); Black et al., Annals of the Rhematic Diseases
, 48:641-644(1989); Robins et al; Annals of the Rhematic Diseases, 45:969-973(19
86);および Seibel et al., The Journal of Dermatology, 16:964 (1989)を参照。本発明
とは異なって、これらの先行研究者は体液から得たペプチドを加水分解し、次いで個々の
３－ヒドロキシピリジニウム残基の存在を探索していたのである。
【００２０】
Ｉ型、ＩＩ型およびＩＩＩ型コラーゲンの分解を測定するための測定方法は、米国特許第
４、９７３、６６６号および米国特許第５、１４０、１０３号に開示されている。しかし
ながら、これらの両特許とも、架橋剤である３－ヒドロキシピリジニウムを含有するコラ
ーゲン断片に限定されており、一方本発明は、この具体的な特別の架橋構造の存在または
不存在に依存しないのである。さらに、前記した測定方法は、抗体を産生させるためおよ
び測定における抗原のために用いる３－ヒドロキシピリジニウムを含有するコラーゲン断
片を尿から精製するという退屈で複雑な操作を必要とする。
【００２１】
現在のところ、米国特許第４、９７３、６６６号および米国特許第５、１４９、１０３号
に記載されたアプローチを用いる臨床データはほとんど利用できない。特に、（前記特許
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に記載された方法によって測定した）Ｉ型コラーゲンのテロペプチドを含有する３－ヒド
ロキシピリジニウムの尿中濃度と（骨デンシトメトリーによって反復測定した数値により
測定した）現実の骨損失との間の相関関係に関するデータは公表されていない。尿中での
テロペプチドを含有する３－ヒドロキシピリジニウムの存在は、骨再吸収過程前の異なる
時点においてこのような特異的架橋構造が骨組織において正当に形成されることを必要と
する。これらの過程については情報は、殆ど入手出来ないので、本発明においては、架橋
構造の正確な形成という、このような依存性を回避しようと意図したのである。更には予
備的データによれば、本発明の一つの実施態様においてはこの測定方法で反応性を有する
分子の大部分は分子量が４、０００ダルトン以上であることが判っている。これとは逆に
、２、０００ダルトン未満の分子量を持つ分子のみが本測定方法で用いたモノクローナル
抗体によって尿中で同定されるのである； Hanson et al., Journal of Bone and Mineral
 Research 7: 1251-1258(1992)を参照。このことは、本発明の方法は反応性のプロフィー
ルが極めて多様であること、即ち、この方法は前記米国特許に記載された方法とは違って
、極めて異なる分子を検出することを証明するものである。
【００２２】
前記研究者は何れも、本発明に記載するように、コラーゲン分解に際して生体内 (in vivo
) で自然に生成する線状の架橋可能コラーゲン断片を特異的に測定することを報告してい
ない。
【００２３】
英国特許出願第２、２０５、６４３号では、体内でのＩＩＩ型コラーゲンの分解は、体液
中のＩＩＩ型コラーゲン由来のＮ－末端テロペプチドの濃度を測定することによって定量
的に測定出来ることが報告されている。この方法は、架橋可能構造の周辺における特異的
で、低分子量である配列と反応性を有する抗体を使用する方法に関するものではない。つ
まりこの方法は、ＩＩＩ型コラーゲンを細菌性コラゲナーゼで分解することによって放出
・遊離されたＮ－末端テロペプチドに対して生成した抗体を使用するものであって、前記
テロペプチドは、この方法においては標識されたうえで使用されるのである。
【００２４】
　 Schroeter-Kermani らは、 Immunol. Invset. 19:475-491(1990) においてＩ型およびＩ
Ｉ型コラーゲンのＣＮＢｒ断片に基づいた免疫学的測定システムを記載報告している。ペ
プシン可溶化コラーゲンを用い、かかるテロペプチドは組織に残される（前記英国特許出
願第２、２０５、６４３号参照）。従って、断片およびそれから生成した抗体の間に一致
関係はない。更にはこの文献には、抽出された組織試料についての測定値しか記載されて
いない。
【００２５】
ペプシン可溶化Ｉ型コラーゲンに対して生成させたモノクローナル抗体の開発が、 Werkme
isterらによって Eur. J. Biochem. 187:439-443(1990)に記載報告されている。この抗体
は、組織セグメントの免疫組織学的染色を行うためにまた細胞培養液中のコラーゲン含量
を測定するために使用される。このような測定は体液について実施されるものではない。
【００２６】
欧州特許出願第０５０５２１０号は、Ｉ型コラーゲン由来のＣ－末端テロペプチドに対す
る抗体試薬の開発について記載している。免疫原は、ヒト骨コラーゲンを細菌性コラゲナ
ーゼで可溶化することによって調製される。このようにして調製された抗体は、架橋およ
び非架橋テロペプチドとも反応する能力があり、ピリジノリン以外の架橋剤を使用するこ
とができる。しかしながら、この方法は、本発明の測定方法とは顕著に異なる免疫測定方
法が得られることになる。
【００２７】
国際特許出願ＷＯ９１／０９１１４号によれば、固体基質への細胞接着を促進するのに使
用される、幾つかの合成ペプチドが開示されている。免疫学的試薬としての合成ペプチド
の使用については、言及されていない。
【００２８】
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コラーゲン分解は、ある種のプロコラーゲンペプチドを数量化することによって測定でき
ることを示す多数の報告がある。プロペプチドは、プロコラーゲン分子中の位置および生
体内 (in vivo) でのその切断のタイミングによってコラーゲンコアのテロペプチドおよび
アルファラセン領域から区別される；米国特許第４，５０４，５８７号；米国特許第４，
３１２，８５３号； Pierard et al., Analytical Biochemistry 141:127-136(1984); Nie
mala, Clin. Chem. 31/8: 1301-1304(1985); および Rohde et al., European Journal of
 Clinical Investigation, 9:451-459(1979)を参照。
【００２９】
欧州特許出願第０２９８２１０号および第０３３９４４３号は共に、ＩＩＩ型プロコラー
ゲンペプチドおよびその断片の免疫学的測定を記載している。更には、プロコラーゲンの
測定に基づく方法が欧州特許出願０４６５１０４号に開示されている。プロコラーゲンペ
プチドの形成およびコラーゲン断片の形成は異なる時期に起こり、且つこのような断片は
コラーゲン分子の異なる部分に由来するので、これらの方法は、本発明の方法とは明らか
に異なる。
【００３０】
免疫学的試薬を開発するためにＩＸ型コラーゲンに由来する配列を有する合成ペプチドの
使用が、ＰＣＴ特許出願ＷＯ９０／０８１９５号に開示されている。また同様に、該出願
には、体液中のＩＸ型コラーゲン断片の測定するためにこのようにして産生された抗体を
使用する用途が記載されている。ＩＸ型コラーゲンは、架橋可能な部位を含有していない
ので、この特許出願は本発明を予測させるものではない。
【００３１】
米国特許第４、７７８、７６８号は、滑液の液状試料中のプロテオグリカンモノマーまた
はその抗原断片の定量を行うことから成る、関節軟骨内部で生起する変化を測定する方法
に関するものである。この米国特許は、分解コラーゲンに由来するコラーゲン断片の検出
には関するものではない。
【００３２】
　 Dodge, J. は、 Clin. Invest.83:647-661(1981)において、ヒトおよびウシのＩＩ型コ
ラーゲンの解かれたアルファ鎖および臭化シアン誘導ペプチドと特異的に反応するポリク
ローナル抗血清を用いるＩＩ型コラーゲンの分解を分析する方法を幾つか開示している。
本発明とは異なり、コラーゲンの分解産物は体液中にて検出されるのではなく、細胞培養
の染色によって、即ち「 in situ」検出によって組織化学的に検出されているのである。 D
odgeと本発明の間の主要な差異は、 DodgeはＩＩ型コラーゲンの分解を in situにて測定す
る点である。
【００３３】
前記文献のいずれも、分解したフィブリルコラーゲンの量を in vivoで測定するために実
測可能であるような、具体的なテロペプチドまたはアルファラセンの構造を特定してはい
ない。
【００３４】
１９９４年２月１７日に公開された国際出願９４／０３８１３号は、とりわけすべての締
約国についての欧州特許を指定している。従って、それはＥＰＣ第５４（３）条の規定に
なる先行技術となる。
【００３５】
該出願は、試料中のコラーゲンまたはコラーゲン断片を検出するに際して、コラーゲンの
Ｃ－末端またはＮ－末端ドメインに対応する合成線状ペプチドを含有する結合性パ－トナ
－を線状合成ペプチドに対する抗体および試料と共にインキュベートし、該抗体の該結合
性パ－トナ－に対する抗体の結合を測定することから成る競合的免疫測定方法を記載して
いる。この特許出願は、架橋出来る潜在的な部位を含有する合成ペプチドに言及しておら
ず、従って、本出願の新規性を阻害するものではない。
【００３６】
【課題を解決するための手段】
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本発明は、患者および健常なヒト被験者の体液中において特定のコラーゲン断片が存在す
るという発見に基づく。このコラーゲン断片は、コラーゲン分解と共に生成されるので、
架橋出来る潜在的な部位の存在によって、例えば、リシンまたはヒドロキシリシンの存在
によって部分的に特徴づけられる（ Kuehn, K.,　 Immunochemistry of the extracellular
 matrix, 1:1-29(1982))。
【００３７】
本発明の方法は、Ｉ型、ＩＩ型及び III 型のヒト・コラーゲンの分解の測定に使用可能で
ある。
【００３８】
本発明は、コラーゲン分解に際して in vivoで産生される特定種のコラーゲン断片の存在
およびその量を測定し；次いで、健常な個人、即ちコラーゲン代謝に影響を及ぼす疾患に
罹患していない個人において同一種のコラーゲンを測定することによって作成した所定の
標準値と前記コラーゲン断片検出値とを比較してコラーゲンの分解を測定する方法を提供
するものである。なお、該個人は試験を受けるべき被験者と性別および年齢は一致させる
ものとする。
【００３９】
本発明は、これらの架橋構造を有さない合成ペプチドと免疫反応性を示す抗体を用いる。
【００４０】
好ましいある実施態様においては、本方法は、体液中のコラーゲン断片とコラーゲンに実
質的に由来する合成ペプチドとが免疫学的結合性パ－トナ－に対して起こる競争的結合に
基づく。
【００４１】
本発明は、コラーゲン分解に際して生じるコラーゲン断片の（定性的および定量的）検出
を行うたの新規でかつ非常に簡単な方法を提供する。
【００４２】
本明細書において開示し特許請求する本発明の目的のために、下記する用語は以下の通り
定義される。
【００４３】
「抗体」：モノクローナルもしくはポリクローナル抗体またはその免疫反応性断片（即ち
、同一の抗原決定基に結合できる能力を持つ）、Ｆａｂ、Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ ')2 断
片を含むがこれらに限定されない。
【００４４】
「架橋可能部位」： in vivoで他のコラーゲン分子のテロペプチドまたはラセンアミノ酸
配列とで架橋結合を形成できるリシンまたはヒドロキシリシンを含有するコラーゲンのテ
ロペプチドまたはラセンアミノ酸配列における座。
【００４５】
「架橋可能ペプチド」：少なくとも１つの架橋可能部位を含むコラーゲン配列の断片を含
有するペプチド。
【００４６】
テストキット：測定を行うのに用いる試薬と指示薬の組合せ。
【００４７】
実質的に由来する（構造について）：類似の抗原性を持つ構造、すなわち、前記合成ペプ
チド何れもが該合成ペプチドに対して免疫反応性を持つ免疫学的結合性パ－トナ－に結合
するのを、非関連ペプチドのレベルを超えて阻害する能力を持つ構造。
【００４８】
　 CrossLaps ELISA：α１（１）Ｃ１アミノ酸配列ＥＫＡＨＤＧＧＲに対する抗血清の反
応性に基づく競合的免疫測定。この測定は８ＡＡ　 ELISAとも呼ばれる。
【００４９】
この方法は又動物体液中のコラーゲン断片を測定するためにも、例えばコラーゲン代謝を
測定するために用いることもできると想定される。また本方法は、新規医薬品のコラーゲ
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ン代謝に対する影響を評価するために該医薬品の臨床試験中においても使用することもで
きる。
【００５０】
より具体的には、本発明は、コラーゲンの前記配列に対応した合成ペプチドを使用するこ
とによってコラーゲン断片を測定する方法に関する。一般に、これらの合成ペプチドは全
コラーゲン分子よりも少ないアミノ酸残基を有し、１０アミノ酸よりも少ない場合が多い
であろう。また、体液、例えば尿中に存在する分子に対応する合成ペプチドは架橋出来る
潜在的部位、好ましくはリシンまたはヒドロキシリシンを構造中に結合させているであろ
う。
【００５１】
本発明は、前記合成ペプチドに対して免疫反応性を持つ抗体を使用することによってコラ
ーゲン断片を測定することを包含するが、なお該ペプチドは各々架橋可能部位を有するコ
ラーゲン断片に由来する配列を有する。
【００５２】
また、本発明は、前記合成ペプチドと免疫反応性のモノクローナル抗体を産生する細胞系
（例えば、ハイブリドーマ）をも含む。更には本発明は、融合細胞ハイブリッドによって
産生されたモノクローナル抗体、および検出可能なマーカーにカップリングしたその抗体
（ならびにその結合性断片、例えばＦａｂ）を含む。検出可能なマーカーの例としては、
以下に限定されるものではないが、酵素、発色団、発蛍光団、補酵素、酵素阻害剤、化学
ルミネッセンス物質、常磁性金属、スピン標識および放射性同位体が挙げられる。
【００５３】
本発明の方法は、体液中においてコラーゲン分解に由来する特定のコラーゲン断片の濃度
を数量化することから成り、代表的な測定法において、患者体液中のコラーゲン断片およ
び固体表面に固定化された合成ペプチドを、合成ペプチドに免疫反応性を持つ免疫学的結
合性パ－トナ－と接触させる。適当な体液としては、例えば、ヒト尿、血液、血清、血漿
および滑液がある。また本方法は、例えば唾液および汗に対しても使用可能であることも
想定している。この体液はそのまま使用するか又は接触工程に先立って精製しても構わな
い。この精製工程は、例えば以下に限定されるものではないが、カートリッジ吸着および
溶出、分子ふるいクロマトグラフィー、透析、イオン交換、アルミナクロマトグラフィー
、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、およびそれらの組合せを含めた多数の標準
的な手法を用いて実施することができる。
【００５４】
本発明は、体液中のコラーゲン断片の定量のための簡便化された方法を実現することにあ
る。ある代表的な方法において、架橋出来る潜在的な部位を含有する合成ペプチドを抗体
の産生に使用し、その後にコラーゲン分解によって in vivoで生じたコラーゲン断片の定
量のための検定に組み込み使用するのである。従って、該合成ペプチドも免疫原性剤とし
て特徴ずけられ、免疫原性組成物で使用できる。
【００５５】
また本発明は、体液中においてコラーゲンの分解に由来するコラーゲン断片の量を定量す
るのに有用なキットを包含する。本キットは、少なくとも１種の免疫学的結合性パ－トナ
－、例えばコラーゲンの分解に由来するペプチドに特異的なモノクローナルまたはポリク
ローナル抗体から成る。所望ならば、テストキットの免疫学的結合性パ－トナ－は前記し
たもののごとき検出可能なマーカーに結合してもよい。従って一般的に言って、免疫学的
結合性パ－トナ－も診断剤としてに有用である。　以下に本発明を詳細に説明する。添付
図面を参照されたい。
【００５６】
【発明の実施の態様】
本発明の方法の好ましい一つの実施態様においては、尿中のＩ、ＩＩおよびＩＩＩ型コラ
ーゲン断片は、尿試料を計量して取り、コラーゲンに由来する配列を有する合成ペフチド
および該合成ペプチドに免疫反応性を示す抗体とこの試料とを接触させることによって行
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う阻害 ELISA （酵素結合イムノソルベント検定法）を用いて測定する。合成ペプチドは固
体支持体に固定化し、また抗体は該合成ペプチドに対して生成させる。
【００５７】
これら試薬と試料を合わせてインキュベートし、ペルオキシダーゼ結合（リビーリング）
（ revealing)抗体を添加する。もう１度インキベーションした後、ペルオキシダーゼ基質
溶液を添加する。最終のインキュベーションを短時間で行った後、酵素反応を停止し、吸
光度を４５０ｎｍで測定し、同一手法によって標準溶液で得られた標準曲線と比較する。
【００５８】
合成ペプチドを標準の調製に用いる。関連合成ペプチドのストック溶液中の合成ペプチド
の濃度を、アミノ酸定量測定法によって測定する。ストック溶液の３倍希釈物を調製し、
引き続いて、阻害 ELISA における標準曲線の作成で用いる。
【００５９】
合成ペプチドの調製
合成ペプチドの調製は、当該分野でよく知られた手法に準じて、例えば、通常「 Merrifie
ld合成」  と表記される固相ペプチド合成技術によって行うことができる。また、古典的
液相技術を用いることもできる。対象となる配列は、潜在的架橋可能な部位を含む（例え
ば、 Kuehn, K., Immunochemistry of the extra-cellular matrix, 1:1-29(1982)、 Eyre,
 D.R., Ann, Rev. Biochem. 53:717-48(1984)、または米国特許第５、１４０、１０３号
参照）。このようなペプチド配列の例を幾つか後記表１に示す。
【００６０】
合成ペプチドに関しては、（ａ）対応する天然コラーゲン断片を認識する抗体を生起させ
る、または（ｂ）かかる抗体の天然断片への結合を阻害する、という二つの能力を損失さ
せることなく、架橋可能部位から（またはそれへ）１以上のアミノ酸残基を省略（または
付加）することができる。抗体を生成させるためにより長いコラーゲン断片および／また
はキメラペプチドを用いることができ、原理的には、本測定法において免疫原および競合
体と同一のペプチドを用いる必要はない。
【００６１】
【表１】
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抗体の調製
モノクローナルおよびポリクローナル両抗体の調製方法は当該分野でよく知られている。
例えば、 Campbell, A.M., Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biol
ogy, Vol. 13 (1986)を参照。免疫化によって合成ペプチドに対する抗体を産生できる。
しかしながら、これらの化合物は分子量が比較的小さいため、ハプテンを担体分子に結合
させるのが好ましい。適当な担体分子としては、以下に限定されるものではないが、例え
ばウシ血清アルブミン、チログロブリン、オバルミン、破傷風毒素及びキイホール・リン
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ペット (keyhole limpet)ヘモシアニンがある。好ましい担体は、ウシ血清アルブミンであ
る。免疫化動物の抗体産生細胞に対してその最も免疫原性の高い形態でハプテンを提示す
るために、多数の代替カップリングプロトコルを使用できる。適当な手法としては、以下
に限定されるものではないが、グルタルアルデヒド、カルボジイミドおよび過ヨウ素酸塩
が挙げられる。好ましい結合剤は、グルタルアルデヒドおよびカルボジイミドである。
【００６２】
抗体の調製は、コラーゲン断片または担体に結合させた合成ペプチドによる免疫化を含む
従来公知の技法によって行われる。免疫原性を改善するためには、注射前に免疫原をアジ
ュバントと混合する。アジュバントの例としては、以下に限定されるものではないが、水
酸化アルミニウム、フロイントのアジュバント、および免疫刺激複合体（ ISCOM ）がある
。 ISCOM は、 Morein, B.ら（ Nature 308: 457-560(1984))によって記載されている方法に
準じて作成できる。
【００６３】
ハプテン担体分子に対するモノクローナルまたはポリクローナル抗体はいずれでも産生さ
せることが出来る。モノクロ－ナル抗体の産生を行うには、マウスを免疫化するのが好ま
しい。免疫化マウスから紕臓細胞を収集し、ホモジナイズし、その後にポリエチレングリ
コールの存在下で癌細胞と融合させて、コラーゲンに由来するペプチド断片に特異的なモ
ノクローナル抗体を産生する細胞ハイブリッドを得る。適当な癌細胞としては、以下に限
定されるものではないが、骨髄腫、肝癌、および肉腫細胞がある。モノクローナル抗体の
産生についての詳細な記載は、 Goding, J.M.の Monoclonal Antibodies: Principles and 
Practice（ 1986)においてなされている。好ましい予備的スクリーニングプロトコルは、
担体に結合され且つマイクロタイタープレートの固体表面に被覆された合成ペプチドを使
用することから成る。
【００６４】
コラーゲンに由来するペプチド断片と反応性を示すポリクローナル抗体を調製するには、
種々の動物種を免疫化させればよい。適当な動物種としては、以下に限定されるものでは
ないが、ニワトリ、ウサギ、およびヤギがある。ニワトリおよびウサギが好ましい。
【００６５】
抗体断片は、当該分野で公知である種々の方法によって調製される（ E.Ishikawa, Journa
l of Immunoassay 3:209-327(1983) 参照 )。
【００６６】
免疫学的測定法の実施
従って、前記した方法で調製した抗体を用いた免疫学的測定を利用することによって、事
前に分別または加水分解することなく生物学的流体試料を測定することができる。生物学
的液体中で所望コラーゲンが持つ特異性は、測定構成法において一種の合成ペプチド ( 抗
体の産生に際して用いたか又は何れにしろ抗体が免疫化学的な反応性を示す）の使用と組
み合わせるとかかる抗体によって供されるのである。
【００６７】
この代替法として、かかる免疫学的測定をモノクローナル抗体を用いて実施しても構わな
い。この測定設計の基礎的考え方は、検定の特異性を抗原（コラーゲンに対する合成ペプ
チド）から抗体（モノクローナル抗体に対するウサギ抗血清からの）にシフトさせること
である。このような構成法を用いると、測定は合成ペプチドを用いる必要がない。このよ
うな免疫学的測定の変法は、精製したコラゲナーゼ処理コラーゲンで予め被覆したマイク
ロタイタープレート中でペルオキシダーゼ結合抗体溶液と共に患者試料または標準溶液を
インキュベートすることによって行われる。洗浄した後、プレートのウェルを基質溶液と
共に暗所でインキュベートする。停止溶液の添加によって発色反応を停止し、最後に吸光
度を測定する。
【００６８】
これらの免疫学的測定法それ自体は、当該分野で広く公知となっている種々の標準的な測
定プロトコルから選択されるいずれかの手法を用いて行われる。一般に理解されているよ
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うに、測定法の構成は、特異的免疫学的結合性パ－トナ－と所望の特異性分析物との相互
反応に依存し且つ分析物と免疫学的結合性パ－トナ－とによって形成された複合体を検出
する何らかの手段を利用するものである。免疫学的結合性パ－トナ－は，固体支持体に複
合体化し、分析物に対する捕捉性免疫学的結合性パ－トナ－として使用される。このプロ
トコルは，直接的形態で実行出来るのであって、この場合は分析物／免疫学的結合性パ－
トナ－の複合体の形成は、例えば、蛍光、放射性または酵素標識によって検出される。又
は競合的形態で実行可能であって、この場合標識化標準は免疫学的結合性パ－トナ－を求
めて分析物と競合するのである。このような形態はまた、凝集測定法として構成してもよ
く又は複合体を適当な沈殿剤を反応混合物に添加することによって沈殿させてもよい。こ
の免疫学的測定のプロトコルの具体的設計は、種々幅広い選択が可能であって、当該分野
で利用可能な臨床測定装置およびプロトコルの数は膨大である。このような種々のプロト
コルについては、米国特許第５、００１、２２５号を参照。
【００６９】
標準的な検出プロトコル、例えば、放射性同位体標識、蛍光標識又は ELISA を用いた疫学
的測定法を実施するための抗体およびリビーリング試薬は、直接的または競合的形態の何
れであっても、測定のために必要な成分および指示を含むキットとして好便に供されても
よい。本発明の一つの具体例においては、かかるキットは、関連合成ペプチドで被覆した
マイクロタイタープレート、標準曲線の作成のための標準溶液、分析実行の定性的テスト
のための尿対照、前記合成ペプチドと反応性のウサギ抗体、基質溶液、停止溶液、洗浄緩
衝液および指示マニュアルを含む。
【００７０】
免疫学的測定法の構成は、抗体および特異的合成ペプチドを用いて行うことが出来るので
、適宜の生物学的液体中における対応するコラーゲン断片配列の比並びにその個別の含有
量とその合計を測定すればよい。即ち、この測定法は、いくつかの天然ペプチド配列を決
定できるか又は単一のペプチド配列か若しくはこれらの如何なる所望の組合せをも決定で
きるような抗体を含むように設計することが可能である。
【００７１】
骨吸収のインジケーターとして本明細書で特定したペプチドを使用するのに加えて、骨代
謝バランスの測定も、同一個体から採取した同一または他の適宜の生物学的液体中におけ
る骨形成マーカーを実質的に同時に測定することによって有利に行える。「実質的に同時
」とは、同一日、好ましくは４時間以内を意味する。例えばかかるマーカーとしては、（
ＢＧＰの骨ＧＬＡ蛋白質としても公知の）オステオカルチン、Ｉ型プロコラーゲン、骨ア
ルカリ性ホスファターゼおよび合成アルカリ性ホスファターゼがある。これらのマーカー
の適当な測定方法は、例えば、 Delmase, P.D.らの J. Bone Min, Res.(1986)1:333-337に
見い出すことができる。
【００７２】
本発明の測定方法は、分解が起こった場合コラーゲン誘導ペプチドを生じるような組織の
代謝状態を測定するための指標を提供するものであるので、種々の意味で有用である。先
ずＩ型コラーゲンの分解を検討する場合、これら測定法は、例えば過剰骨吸収を明示する
ことによって被験者の異常状態を評価する方法となる。つまりこのことによって、骨粗鬆
症症状の存在または悪性疾患の転移的進行が判る。過剰骨吸収によって特徴付けられる他
の疾患症状としては、パジェット病および上皮小体亢進症がある。同様に、結合組織に関
係する多くの他の疾病状態を、コラーゲンの分解の測定によって追跡できる。その例とし
ては、慢性関節リウマチおよび変形性関節症に関連するＩＩ型コラーゲン分解および脈管
炎症候群におけるＩＩＩ型コラーゲン分解がある。被験者の状態は連続的に追跡できるの
で、これらの測定法の適用は、これらのまたは他の症状を治療するために適用した療法の
進行状態を追跡するのにも使用できる。さらにこれらの測定法は、毒性物質の投与はしば
しば組織分解の結果をもたらすので、毒性の尺度としても使用できる。
【００７３】
即ち、これら測定法は、疾患症状、治療または被験者に直接投与された物質または被験者
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が環境で暴露された物質の効果の指標としてコラーゲン組織の代謝状態を使用することが
可能である如何なる状況においても適用して構わない。
【００７４】
【実施例】
以下に記載する実施例は、本発明を具体的に説明するものであって、本発明を限定するも
のではない。
【００７５】
実施例１：尿中の特異的ペプチド配列の免疫学的測定
固相技術によって調製した３種のペプチド（α１（Ｉ）Ｃ１、α１（Ｉ）Ｎ１およびα２
（Ｉ）Ｎ１）（ 20及び 21ペ－ジ、表１参照）を免疫原の調製に用いる。免疫化を行うため
に、当該分野でよく知られたグルタルアルデヒド試薬および方法を用いて、該ペプチドを
ウシ血清アルブミンに共有結合させる。モノクローナルおよびポリクローナル両抗体を該
ペプチドに対して生成させる。モノクローナル抗体の産生のために、Ｂａｌｂ／ｃマウス
をペプチド－ＢＳＡ結合体で免疫化し、紕臓またはリンパ節からの細胞とＡｇ８骨髄腫細
胞とを融合させて標準的な技術を用いて、ハイブリドーマ細胞系を調製する。ポリクロー
ナルをウサギおよびニワトリで生起させる。抗血清およびハイブリドーマ細胞培地のスク
リーニングは、カルボジイミド試薬および当該分野で公知の方法を用いて調製した適当な
ペプチド－ゼラチン結合体で被覆したマイクロタイタープレートを用いて ELISA によって
行った。
【００７６】
尿中における３種のペプチド配列（α１（Ｉ）Ｃ１、α１（Ｉ）Ｎ１およびα２（Ｉ）Ｎ
１）の測定は、阻害 ELISA によって以下のように行う。
【００７７】
各々、コラーゲン断片を可能性として含有する尿試料（１０または２５μｌ）または参照
標準として０ . ０５～１５μｇペプチド／ｍｌを含有する溶液を、０ . １％ Tween-20界面
活性剤ＰＢＳ－Ｔ）を含有し且つ０ . １％（ｗ／ｖ）ＢＳＡを含むリン酸緩衝生理食塩水
中に１：５ , ０００～１：２０ , ０００に希釈したペプチドに対する免疫学的結合性パ－
トナ－７５μｌに添加する。各試料は、適当なペプチドを含有するゼラチン結合体で予め
被覆した平底９６－ウェルのマイクロタイタープレートにおいて二回繰り返して調製する
。６０分後、該プレートをＰＢＳ－Ｔ（３回）で洗浄し、一次抗体の種に対して調製した
ホースラディッシュペルオキシダーゼ標識抗体を用いる標準的技法によって結合抗体を検
出する。ペルオキシダーゼ基質を添加し、１ＭＨ 3ＰＯ 4を用いて酵素反応を停止させた後
に自動マイクロタイタープレート中で発色を４５０ｎｍで測定する。分析物を含有する試
料は、プレート中の固定化ペプチドに対する一次抗体の結合を減少させ、かくして色濃度
が低下する。試料中の分析物の量は、ｌｏｇ－ｌｉｎプロットを用いてコンピューター計
算した各プレートに含まれる標準からの予め確立した曲線を参照して定量する。図１、２
および３は、α１（Ｉ）Ｃ１（ CrossLaps）免疫測定（図１）、α１（Ｉ）Ｎ１免疫測定
（図２）およびα２（Ｉ）Ｎ１免疫測定（図３）についての典型的な標準曲線を示す。
【００７８】
実施例２：ＨＰＬＣにてのピリジノリン測定に対する相関関係
多数の非選択尿試料について、全ピリジノリンの濃度（ＨＰＬＣ法、例えば、 Uebelhart,
 D., Bone and Mineral, 8:87-96(1990）参照）を測定した。この HPLCシステムで得られ
た値は、二回の免疫学的測定で得られた値（ CrossLapsおよびα１（Ｉ）Ｎ１ペプチドに
基づく測定）と相関関係にあった。
【００７９】
図４は、全ピリジノリン（ HPLC）および CrossLaps免疫測定（ｎ＝５９）との相関関係を
示す。直線回帰分析で計算した相関はｒ＝０ . ８０である。
【００８０】
図５は、全ピリジノリン（ HPLC）およびα１（Ｉ）Ｎ１免疫検定（ｎ＝３６）の間の相関
関係を示す。直線回帰分析で計算した相関はｒ＝０ . ９５である。
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【００８１】
実施例３：Ｉ型コラーゲンの分解産物の測定のためのモノクローナル抗体を用いる測定
モノクローナル抗体は、適当な担体蛋白質に結合させたα１（Ｉ）Ｃ１合成ペプチドでの
マウスの免疫化によって生じさせた。細胞融合、クローニングおよびハイブリドーマ増殖
は、標準的操作方法により行った。スクリーニング操作には、マイクロタイタープレート
中に固定化したα１（Ｉ）Ｃ１合成ペプチドに対する反応性に関する試験を含むものであ
った。
【００８２】
抗体の特異性は、Ｉ型コラーゲンのＣ－テロペプチドに基く異なる重複配列を用いた阻害
実験によって試験した。
【００８３】
かかる抗体の一つであるＭＡｂＡ７の特異性を図６に示す。
【００８４】
抗体ＭＡｂＡ７を用い測定を開発した。略言すれば、グルタルアルデヒドを用いて合成ペ
プチドα１（Ｉ）Ｃ１をウシ血清アルブミンに結合させ、該結合体をマイクロタイタープ
レートの被覆に用いた。また代替の物質を用いることもできるが、必須の要件はアルギニ
ンの後で解離切断された配列ＥＫＡＨＤＧＧＲ（Ｒ）の露呈である。
【００８５】
かかる代替物の一つは、細菌コラゲナーゼで処理したＩ型コラーゲンである。また別の代
替物は、組換えペプチドにおけるＥＫＡＨＤＧＧＲ配列の発現物であってもよく、必須の
要件は再度ＥＫＡＨＤＧＧＲ配列のカルボキシ末端（すなわち、アルギニン残基）の露呈
である。
【００８６】
被覆に続き、マイクロタイタープレートのウェルを、尿１５μｌおよびホースラディッシ
ュペルオキシダーゼに結合したＭＡｂＡ７の１００μｌと共にインキュベートする。
【００８７】
１時間後、該プレートを洗浄し、基質（例えば、ＴＭＢ）を添加する。
【００８８】
ＭＡｂＡ７のエピトープ特異性は図６から明らかでる。マイクロタイタープレート中での
固定化ＥＫＡＨＤＧＧＲに対するＭＡｂＡ７の反応性は、異なる合成ペプチドでのコイン
キュベーションによって開始させた。得られた結果から、アルギニンの後の切断はＭＡｂ
Ａ７ ELISA における検出に必須であることが判った。
【００８９】
実施例４：他のペプチド断片および抗体に基づく ELISA測定結果に対する CrossLaps ELISA
 の相関関係
２０人の閉経後婦人から採取した尿についての CrossLaps ELISAとＭＡｂＡ７  ELISA との
間の相関を図７に示す。ＭＡｂＡ７  ELISA は競合測定であり、ここに、マイクロタイタ
ートレイ中に固定化した合成８ＡＡペプチド（ＥＫＡＨＤＧＧＲ）はモノクローナル抗体
（ＭＡｂＡ７）への結合について患者試料中のコラーゲン断片と競合する。
【００９０】
結果は高い相関関係を示し、二回の測定結果は同一または関連した代謝過程を反映してい
ることが判る。
【００９１】
同様に、 CrossLapsとＮα２  ELISA 間の相関関係を図８に示す。Ｎα２は競合測定法であ
り、この場合Ｉ型コラーゲンにおけるα２鎖中のＮ－テロペプチドからのＮα２（Ｉ）Ｎ
１ペプチド断片（ＱＹＤＧＫＧＶＧ）は、前記と同様に生成させた抗－ＱＹＤＧＫＧＶＧ
抗血清に対する結合につき、患者試料中のコラーゲン断片と競合する。結果は高い相関関
係を示し、これから二回の測定結果は同一または関連する代謝過程を反映することが判る
。
【００９２】
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実施例５： CrossLaps ELISAの検討
現在好ましい合成ペプチド Glu-Lys-Ala-His-Asp-Gly-Gly-Arg（またはＥＫＡＨＤＧＧＲ
）を、前記したように「 CrossLapsTT M」と命名される酵素結合イムノソルベント測定法（
ELISA ）において一体化させた。 CrossLaps ELISA は、フランスの専門家（ Garnroら）の
グループによって調べられており、結果は J. Clin. Indocrinol. Metab. 79, No.3(1994)
に発表されるであろう。
【００９３】
検討結果の要約を以下に記載する。
【００９４】
　 CrossLaps ELISA は、Ｉ型コラーゲンのα１鎖のＣ－テロペプチドの一部（ Glu-Lys-Al
a-His-Asp-Gly-Gly-Arg, CrossLaps 抗原）に特異的な８個のアミノ酸（８ＡＡ）のアミ
ノ酸配列を持つ固定化合成ペプチドに基づく。この配列に対して生成させた抗体でのイン
キュベーションの間に、該固定化ペプチドと尿中のＩ型コラーゲンのα１鎖の分解産物と
の間で競合が起こる。
【００９５】
略言すれば、２５μＬ尿試料または標準を CrossLaps抗原－被覆マクイロプレートの各ウ
ェルに添加し、続いて、７５μＬの抗－ CrossLaps抗血清に添加する。該プレートを撹拌
下で室温にて１時間インキュベートし、洗浄緩衝液で５回洗浄する。ヤギ抗ウサギ免疫グ
ロブリンＧホースラディッシュペルオキシダーゼ結合体（１００μＬ）を各ウェルに添加
する。室温での１時間のインキュベーションの後に、プレートを前記したごとくに５回洗
浄する。酵素基質（１００μＬ／ウェル）を添加し、暗所での１５分間のインキュベーシ
ョンの後に、１００μＬのリン酸（１モル／Ｌ）を添加することによって反応を停止する
。４５０ｎｍにおける光学密度をマクイロプレートリーダーにて測定する。二回の重複測
定を各尿試料について行い、データを、標準比色技術によって測定して、尿クレアチニン
（Ｃｒ）ｍｍｏｌ当たりのマイクログラムとして表す。
【００９６】
いくつかの試料においては、ＰｙｒおよびＤ－Ｐｙｒの全排出量を、 HPLCによって加水分
解試料について測定し、尿中ヒドロキシプロリンを分光光度法によって測定した。
【００９７】
　 CrossLaps ELISA を用いて、年齢が３１～８９歳である１４６人の婦人および６０人の
男性からなる健康成人の標本においてまた代謝的骨疾病に罹患した患者において、骨マト
リックス分解の間に放出されたＩ型コラーゲンペプチドの尿中排泄量を測定した。測定内
および測定間の変動係数は、各々、１０％および１３％以下であった。尿試料からの Cros
sLaps抗原の回収率は９２～１１５％の範囲であり、該 ELISA は連続試料希釈について直
線的であった。 CrossLaps測定は、遊離ピリジノリン（Ｐｙｒ）または遊離デオキシピリ
ジノリン（Ｄ－Ｐｙｒ）いずれとも交差反応しない。 ELISA によって測定した CrossLaps
および高速液体クロマトグラフィーによって測定したＰｙｒの全排泄量は、正常婦人にお
いて高度に相関していた（ｎ＝９１；ｒ＝０ . ７３；Ｐ＜０ . ００１）。尿中 CrossLaps
排泄量は婦人の年齢と共に増加したが、男性ではそうはならなかった。婦人においては、
閉経は、 HPLCによって測定した全Ｄ－Ｐｙｒ（＋９１％）および全Ｐｙｒ（＋４７％）り
平均増加よりも高い骨アルカリ性ホスファターゼ（＋４８％）およびオステオカルチン［
＋４１％；２１７ないし５２４μｇ／ｍｍｏｌクレアチニン（Ｃｒ）］の CrossLaps 排泄
量が１４１％増加したことによって反映された。尿中 CrossLaps排泄量は、パジェット病
において（ｎ＝３２；平均、１８１０±２３００μｇ／ｍｍｏｌＣｒ；Ｐ＜０ . ００１）
、および一次上皮小体亢進症を持つ患者において（ｎ＝１０；平均、７８０±３８０μｇ
／ｍｍｏｌ　Ｃｒ；Ｐ＜０ . ００１）、および甲状腺機能亢進症を持つ患者において（ｎ
＝２７；平均、１２８０±９７０μｇ／ｍｍｏｌ　Ｃｒ；Ｐ＜０ . ００１）、対照値から
増加しており、Ｚ－スコア（性別および年齢が合致した対照の平均からのＳＤ数）は各々
４ . ４±６ . ６、１ . ５±１ . ２および６ . ７±６ . ５であった。パジェット病の患者に
おいては、尿中ヒドロキシプロリンのレベルと高度に相関し（ｒ＝０ . ９１；Ｐ＜０ . ０
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０１）、３日間のビス・ホスホネートパミドロネートによる静脈内治療を行った場合、尿
中 CrossLaps排泄量の減少は尿中ヒドロキシプロリンのそれよりも大きかった（－７１％
－対－－１７％；Ｐ＜０ . ００１）。甲状腺機能亢進症の患者においては、 CrossLaps排
泄量はほとんどの患者において（７８％）正常範囲を超えて上昇し、甲状腺機能亢進症の
治療１カ月内に正常に戻った。
【００９８】
これらの観察に基づき、 Garneroらは、この新しい便利な測定法は、骨吸収速度の指標と
して感度が優れ且つ特異的でありまた骨粗鬆症や他の代謝的骨疾患の患者の臨床検査およ
び治療的追跡に有用であると結論づけている。
【００９９】
実施例６：ＭＡｂＡ７ ELISA の検査
前記したごとく、モノクローナル抗体ＭＡｂ７Ａに基づく測定構成では、合成ペプチドを
使用する必要がない。このような種類の測定法は、３段階にて以下のごとくに実施される
。
【０１００】
第１の段階において、精製したコラゲナーゼ処理コラーゲン（ＣＴＣ）で事前被覆したマ
イクロタイタープレートのウェルを１５μｌの標準溶液または尿試料および１００μｌの
ペルオキシダーゼ結合モノクローナル抗体溶液と共に室温で１時間インキュベートする。
【０１０１】
第２の段階で洗浄を行った後、ウェルを１００μｌの基質溶液と共に室温で１５分間暗所
でインキュベートする。最後に、第３の段階において、発色反応を１００μｌの停止溶液
の添加によって停止する。４５０ｎｍにおける吸光度を２時間以内に測定する。
【０１０２】
図９は、閉経に伴う骨吸収の増加に関するＭＡｂ７Ａ  ELISAの検出を示す。１８人の閉経
前および３８人の閉経後の婦人からの尿試料をテストした。ｔ－スコア（閉経前婦人の標
準偏差数として表した平均値の差）は、二つの母集団間の分離が相対的に微細になること
を示す。
【０１０３】
図１０は、 CrossLaps ELISA によって行った閉経に伴う骨吸収の増加係わる同様の検定を
示す。尿試料は図８のものと同一である。
【０１０４】
ホルモン代替療法（ＨＲＴ）に過程において生化学的マーカーにおける変化が図１１から
明らかである。エストロゲン（塗りつぶした丸）またはプラセボ（塗りつぶさない丸）を
服用した婦人から採取した尿試料をベースラインにおいて又１２カ月間の治療を行った後
で試験した。１２カ月後の値をベースライン値の１００分率として表す。得られた結果か
ら、 CrossLaps ELISA およびＭＡｂ７Ａ  ELISA（被覆剤としてＣＴＣまたは合成ペプチド
ＥＫＡＨＤＧＧＲを使用）は、抗吸収治療に対して同等の感度を有することが判る。
【０１０５】
実施例７：臨床結果
実施例１に記載した免疫学的測定方法（α１（Ｉ）Ｃ１ペプチド、即ち Cross Laps ELISA
を使用した）を異なる個体からの尿試料に適用し、分析物の量を数量化した。得られた値
は、尿検定で通常行われているように、尿試料中の尿クレアチニン含有量と関連づけた。
年令マッチングさせた健常婦人（閉経前および閉経後）で得られた値を表２に示す。
【０１０６】
【表２】
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個々の値については、図１２を参照。閉経前および閉経後の値の間の差は、高度に有意で
ある (Ｐ＜０ . ０００１ ) 。定量的試験方法のＺ－スコアは、二つの母集団の間を差別化
する当該方法の能力を表わす。
【０１０７】
表３は、年令マッチングさせた健常な閉経前（ｎ＝１４０）および閉経後婦人（ｎ＝１８
０）から採取した同一セットの尿試料に適用した場合における CrossLaps免疫学的測定法
と HPLCによるピリジノリンに関する最新の技術水準測定法のＺ－スコアを示す。
【０１０８】
【表３】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表３から分かるように、２の方法の差別化能力はほぼ同様である。
【０１０９】
ある測定法を吸収の指標として使用するためには、ホルモン代替療法（ＨＲＴ）のインパ
クトを測定出来ることが非常に重要である。表４は、かかる検討において CrossLaps ELIS
A で得られた結果を示す。
【表４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
個々の値については、図１３を参照。ＨＲＴを受ける群における高度に有意な低下が、１
２カ月後に観察される（Ｐ＜０ . ００１）。
【０１１０】
実施例８：尿中のＩ型コラーゲン分解産物の定量・数量化に際しての本発明の免疫学的測
定法（ CrossLaps ELISA）の評価
ピリジノリン（Ｐｙｒ）およびデオキシピリジノリン（Ｄ－Ｐｙｒ）は成熟コラーゲン間
の架橋物であり、主として骨および軟骨で見い出されるのであるが、他方では皮膚には存
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在しない。Ｄ－ＰｙｒはＰｙｒよりも骨により特異的であるが、いずれも絶対的には骨特
異的ではない。しかしながら、ＰｙｒおよびＤ－Ｐｙｒの全排泄量の測定は、骨吸収の指
標として使用できる。ＰｙｒおよびＤ－Ｐｙｒは、通常は HPLCを用いて分離した後加水分
解された尿において蛍光分光学的に測定されるのであるが、長時間を要する、複雑な方法
で、ルーチンの使用には適さない。
【０１１１】
本実施例は、尿中においてＰｙｒおよびＤ－Ｐｙｒの構造とは独立したＩ型コラーゲン特
異的ペプチド配列を測定する測定法、即ち CrossLaps ELISA を記載するものである。骨の
有機マトリックスは９０％以上がＩ型コラーゲンから成るので、この測定法で測定したペ
プチド配列は、骨吸収の潜在的なマーカーである。
【０１１２】
この測定法について参照値を確立するために、年齢が３０～５１歳（平均±１ＳＤ；３９
. ３±５ . ５６）の１０２人の健康な閉経前婦人から採取した試料を検査測定した。全て
の婦人は正常な膣出血の経歴を有し、カルシウム代謝に影響することが知られている医薬
は一切服用していなかった。同様に、年齢が４５～５７歳（平均±１ＳＤ；５１ . １±２
. ３８）の初期閉経後婦人から採取した料を測定したが、これらの婦人は全て、自然な閉
経の履歴の持主であった（平均閉経年齢２０ .１±９ .９０月）。更に年齢が６８～７２歳
（平均±１ＳＤ；７０ .０±１ .１９）の後期閉経後婦人から採取した試料（ｎ＝１６５）
を測定したが、これらの婦人は全て自然な閉経の経歴の持主であった（平均閉経年齢２６
８±６８  ２月）。これらの婦人のいずれもカルシウム代謝に影響することが知られてい
る医薬品は一切服用していなかった。
【０１１３】
テストした測定法及びＤ－Ｐｙｒ（ＨＰＬＣ法）の比較を行うために、年齢３０ . ０～６
５ . ０歳の２１４人の健康な婦人から採取した尿試料を測定した。この測定法およびＨｐ
ｒを比較するために、年齢３０ . ０～５４ . ０歳の健康な婦人から成るもう１つの集団か
ら採取した試料を測定した（ｎ＝４２１）。
【０１１４】
実験は、８ＡＡ特異的合成ペプチドに基づく CrossLaps ELISA については実施例５に概説
したのと実質的に同様に行った。略言すれば、２５μＬの標準または未知試料を予め被覆
した ELISA プレート中の適当なウェルに二連にてピペットを用いて入れる。次いで、７５
μＬの抗体溶液（８ＡＡに対するウサギ抗体）を各ウェルに添加し、該プレートをシーリ
ングテープで覆い、振とう器具上室温にて６０分間インキュベートする。また、下記の操
作は全て室温で行った。インキュベーション後に、該プレートを希釈した洗浄緩衝液で３
回洗浄した。
【０１１５】
ペルオキシダーゼ結合抗体（ウソギＩｇＧに対するＨＲＰ－結合ヤギ抗体、１００μＬ／
ウェル）を添加し、シールしたウェルを振とう器具上、６０分間インキュベートした。も
う一度洗浄した後、１００μＬのＴＭＢ基質溶液をすべてのウェルに添加し、これをシー
ルし、１５分間インキュベートした。１００μＬの停止溶液の添加して１５分後酵素反応
を停止した。光学密度を４５０ｎｍで ELISA レーダーで読み取った。
【０１１６】
補正曲線は、五つのの標準液（０ . ５～１０ . ５μｇ／ｍｌ）の平均吸光度をプロットす
ることによって対数－直線グラフ紙上で作成した。各患者の試料における８ＡＡ相当物の
濃度を、補正曲線上で内挿法によって決定した。
【０１１７】
その他のマーカー
Ｐｙｒの尿中濃度を HPLC法によって測定した。略言すれば、架橋物は、セルロースクロマ
トグラフィーによって加水分解尿試料から抽出し、逆相 HPLCによって分離し、分光蛍光光
度法によって同定した。蛍光ピークの面積は、ヒト骨皮質から精製した補正済Ｐｙｒ外部
標準との比較によって数量化した。測定内および全測定変動係数は、標準曲線の範囲内で
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は１０％以下であった（１４ . ４～２１６ｐｍｏｌ、注入試料容量：１３０μＬ）。
【０１１８】
Ｈｐｒの尿中濃度は、分光光度法によって測定した。測定内および全測定変動係数は標準
曲線の範囲（３８～３０５μｍｐｌ／Ｌ）では１３％以下であった。
【０１１９】
８ＡＡ測定、ＰｙｒおよびＨｐｒについての値は、正規化のために対応するクレアチニン
値で除した。
【０１２０】
結果
図１４は、本測定法にて用いた抗体を生成させるために選択した８ＡＡペプチドの位置の
模式図である。測定で用いた標準液は、０ . ５ないし１０ . ５ｍｇ／Ｌの測定範囲を規定
するものである。テストした尿試料の約５％は１０ . ５ｍｇ／Ｌよりも高い値を有してい
た。これらの試料を標準液Ａ中で１＋３に希釈し、再テストした。検出限界（ゼロ標準マ
イナス２ x ＳＤ（ゼロ標準）なる平均吸光度に等しい吸光度に対応する濃度として定義）
は０ . ２ｍｇ／Ｌである。
【０１２１】
技術的なバリデ－ションを行うために、検定の精度を計算した。表５には、内部および全
変動係数をまとめて示す。これらのデータは、同一ロットの ELISA を用いて三つの尿試料
を４日間の毎日６回測定した数値に基づいて計算した。平均の試験内及び全ＣＶ値は、各
々５ . ３および６ . ６％であった。分析的回収率は、三つの異なる尿試料に対して合成ペ
プチドを量を増やしながら添加した後に測定したが、平均して１００％であった（表６）
。
【０１２２】
　 ELISA 法において高濃度の試料を稀釈した場合の効果を表７に示す。試料は、ゼロ標準
液で希釈した（５００ｍＭ  TRIS 、０ . １％  Tween20 、０ . １％  ＢＳＡ　ｐＨ＝８ . ０
）。未希釈尿試料中の含有量に対して、１００％なる数値を割り当てた。尿試料の種々の
希釈液についての全平均は９９％であった。
【０１２３】
【表５】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
これらのデータは、　同一ロットの８ＡＡ  ELISAを用いて三つの尿試料を４日間毎日６回
測定した数値に基づいて計算した。
【０１２４】
【表６】
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【０１２５】
【表７】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１２６】
凍結および解凍を５回まで反復した後本測定法で測定を行っても、テストした五つの試料
において尿中濃度は有意に変化しなかった（５回の凍結－解凍サイクル後の初期値のパー
セント：平均±ＳＤ、ｎ＝５：９８ . ５±４ . ５％）。さらに、別の五つの試料において
は、測定した抗原は、２０℃において少なくとも７日間、如何なる添加物を加えなくても
安定であった（初期値のパーセント：平均±ＳＤ、ｎ＝５：９９ . ８±５ . １％）。
【０１２７】
図１５は、二つの閉経後集団（初期閉経後、ｎ＝２５４、後期閉経後ｎ＝１６５）におけ
る８ＡＡ  ELISAの個別値を、ハッチングを施した領域によって示してある健常な閉経前範
囲（平均±２ＳＤ）と比較して示してある（閉経後範囲２５０±２２０ｍｇ／ｍｏｌ　Ｃ
ｒ、ｎ＝１０２）。初期閉経後婦人のうち３６ . ７％は、閉経前婦人の３ＳＤ限界を超え
る値を有していた。この数字は、後期閉経後群に対しては３１ . ５％であった。初期閉経
後婦人に対して得られた平均値は後期閉経後婦人のそれとは異ならず（４１９ｍｈ／ｍｏ
ｌ対４１２ｍｇ／ｍｏｌ）、閉経年齢の増加に伴って値が変化する傾向はなかった。
【０１２８】
図１６は、８ＡＡ  ELISAと HPLCで測定したＤ－Ｐｙｒとの間の相関関係を示す。相関関係
は高度に有意であり、ｒ－値として０ . ８３が得られた。
【０１２９】
図１７は、 ELISA とＨｐｒの間の相関関係を示す。また、この相関関係も高度に有意であ
り、ｒ－値は０ . ７８であった。
【０１３０】
上記にて説明した測定法おいては、Ｉ型コラーゲンのＣ－テロペプチドに特異的であって
現在のところ好ましいペプチド配列として Glu-Lys-Ala-His-Asp-Gly-Gly-Argを抗体の生
成に使用した（図１４参照）。このような分子部分を選択する理由はいくつかあって、こ
の配列は分子間架橋物にとって重要な領域を含有しており、さらに架橋残基の近傍部とこ
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れらの分子の持つコンパクトな構造とが、かかるペプチドが更に一層腎臓分解されるのを
防御することが以前から示唆されている。従って、成熟Ｉ型コラーゲンの部分的分解から
生じるかかるペプチド配列が尿中で見い出され得ることが予測される。
【０１３１】
この実験の結果から、評価した ELISA 法は、精度、回収率、および尿試料の希釈の点で良
好な性能を有することが判った（表５、６および７）。尿試料の長期取扱いおよび測定に
関して、テストした試料は反復して凍結し解凍ことが出来又これらの試料中の抗原は２０
℃で少なくとも７日間安定であることが判明したのである。図１５から判るように、テス
トした婦人の各々３６ . ７％および３１ . ５％は数値が高かった（平均＋２ＳＤ以上）。
またこの知見は、全ての婦人の約１／３が閉経後に加速された骨損失を経験するものと推
定する従前の知見とよく合致する。
【０１３２】
Ｄ－Ｐｙｒは骨吸収マーカーとして充分に確立されたものである。Ｄ－Ｐｙｒ測定法（ HP
LC）および８ＡＡ  ELISAにおいて平行試料（ｎ＝２１４）について得られた結果を比較す
ることによって、高度の相関関係が見い出された（ｒ＝０ .８３）。このことは、８ＡＡ  
ELISA が、ピリジノリンによって反映されることと類似または平行した代謝過程を反映す
るものであることを示唆している。骨吸収のもう１つのよく確立されたマーカーであるＨ
ｐｒに対しても相関関係があるので、さらに８ＡＡ  ELISAが in vivoでの骨吸収を反映す
るものであることが判る。
【０１３３】
実施例９：骨吸収の新しいマーカーとしての本発明の免疫学的検査法（ Cross-Laps ELISA
）の使用
骨吸収 NO増大は骨損失が増大したことの直接的な病原性因子であるため、これまでに骨吸
収に対して特異的であるマーカーを発見すべく多大な努力が傾注されてきた。カルシウム
やヒドロキシプロリンの尿中排泄量が、骨吸収の指標として長年使用されてきたが、いず
れも骨代謝に対しては特異的ではない。
【０１３４】
本実施例は、骨吸収のマーカーとしての本発明に基づく好ましい免疫学的測定法（ CrossL
apsT M  ELISA）を評価する。骨代謝回転に対する他のマーカーも比較する目的で評価に含
める。
【０１３５】
閉経前婦人：血清および尿試料を年齢３０～５０歳（平均±１ＳＤ；３９ . １±５ . ５）
の１０４人の健康な閉経前婦人から採取して分析したが、全ての婦人は規則的な膣出血の
経歴の持主であり、カルシウム代謝に影響することが知られている医薬品は一切服用して
いなかった。
【０１３６】
閉経後婦人：閉経後婦人は、二つの大規模な、二重盲検プラセボ対照、無作為化試験の一
部を構成するものあった。この試験の主要目的は、初期閉経後骨損失についての異なる予
防的療法を評価することであった。
【０１３７】
ベースライン値は、年齢４５～５５歳の１８０人の無作為に選択した健康な閉経後婦人（
平均±１ＳＤ；５０ . ６±２ . ３６）で測定したが、これら婦人は全て６カ月から３年の
自然の閉経の履歴を有し（平均±１ＳＤ；２０ . ０±１０ . ４カ月）また誰もカルシウム
代謝に影響することが知られている医薬品を服用していなかった。
【０１３８】
更に、長期間に亘る血清及び尿試料について、１２カ月間のホルモン代替療法終えて無作
為に選択した８０人の婦人及び１２カ月間のプラセボ治療を終えて無作為選択した３５人
の婦人から採取して測定した。ホルモン療法は、２ｍｇの経口エストラジオールに１ｍｇ
のシプロテロンアセテート、０ . ７５ｍｇのレボノルゲステレル、１ｍｇのデソゲステロ
ル、または１０ｍｇのメドロキシプロゲステロンアセテートいずれかを組み合わせて成る
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ものであった。何れのグループもホルモンおよびプラセボ療法内で同様に反応したので、
データは一緒に分析した。プラセボ治療を受けたこれらの婦人のうち３５人は２年間追跡
し、３カ月毎に反復して前腕骨質量測定し、これにより骨損失の速度が計算できた（％／
年）。
【０１３９】
血液および尿試料
血液試料を採取し、二日目の朝の尿を少なくとも８時間の絶食の後に午前８と１０時の間
にて採集した。試料は分析するまで－２０℃まで貯蔵した。
【０１４０】
測定法は前記したごとくに行った（実施例６）。測定内および測定間変動係数は、各々、
６％および８％以下であり、検出限界は０ . ２ｇ／ｍｌであった。
【０１４１】
ピリジノリン（Ｐｙｒ）およびデオキシピリジノリン（Ｄ－Ｐｙｒ）の尿中濃度をＨＰＬ
Ｃ法によって、これら試料から無作為に選択したサブセット、即ち合成した８１の試料で
測定した（２９人の閉経前および５２人の閉経後試料）。略言すれば、架橋物は、セルロ
ースクロマトグラフィーによって加水分解した尿試料から抽出し、逆相ＨＰＬＣによって
分離し、分光光度法によって同定した。蛍光ピークの領域は、ヒト骨皮質から精製した、
補正済のＰｙｒおよびＤ－Ｐｙｒ外部標準と比較することによって定量した、測定内およ
び測定間変動はＰｙｒについては１０％以下であり、Ｄ－Ｐｙｒについては１５％以下で
あった。ヒドロキシプロリン（Ｈｐｒ）の尿中含有量は、分光光度法によって測定し、オ
ステオカルチンの血清中含有量はラジオイムノ測定（ＲＩＡ）によって測定した。　クレ
アチニンは自動分析器で測定し、得られた値を用いて尿中パラメーターを補正した（ Cros
sLaps, Pyr, D-Pyr, Hpr)。遠位前腕の骨ミネラル含量（ＢＭＣ）は、骨デンシトメータ
ーを用いて単一ホトン吸収法によってベースラインにて３カ月毎に測定した。とう骨と尺
骨の間の距離が８ｍｍとなったところで走査を開始した。長期 in vivo精度は１％未満で
ある。腰椎脊髄の骨ミネラル密度（ＢＭＤ）は二重エネルギーホトンまたはＸ－線吸収法
いずれかによって測定した。
【０１４２】
統計的解析
　 CrossLapsおよびＰｙｒのベースライン値は直線回帰分析によって補正した。両軸にク
レアチニンを導入するのを回避するために、用いた値はクレアチニンについて補正しなか
った。閉経前および閉経後グループ間の差異は、対となっていないデータにつき、スチュ
ーデントｔ－検定によって評価した。Ｔ－スコアは、閉経前標準偏差における閉経前平均
値からの閉経後偏差として計算した。Ｔ－スコアは、偏差分析によって比較した。１２カ
月のホルモン療法の間の異なるマーカーおよび骨におけるベースラインからの減少は、対
のデータについて、スチューデントｔ－検定によって評価した。プラセボおよびホルモン
グループにおける変化は、パーセント尺度で評価した。個々のベースライン値は１００％
と定義し、その後の値は全てベースライン値のパーセントとして計算した。各グループの
平均値は、対になっていないデータについてスチューデントｔ－検定によって比較した（
損失速度）。 CrossLapsのベースライン値は、直線回帰分析によって損失速度に対して相
関つけた。
【０１４３】
結果
図１８において、 CrossLapsとＰｙｒとの間の相関関係が可視化されている（ｎ＝８１）
。ｒ－値は０ .８３である。
【０１４４】
図１９は、閉経前（ｎ＝１０４）および閉経後（ｎ＝１８０）婦人における CrossLaps／
Ｃｒ、Ｈｐｒ／Ｃｒおよびオステオカルチンの個別の数値を示す。閉経後婦人は、これら
３種のマーカーの全ての数値が７１％（ CrossLaps）、２３％（Ｈｐｒ）および５２％（
オステオカルチン）となり数値が有意に増加した。閉経に対する応答がＴ－スコアで表さ
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れる場合、 CrossLapsはＴ－スコアが１．６であり、Ｈｐｒは０ .７であり、オステオカル
チンについては１ .０であった（Ｐ＜０ .００１）。試料から無作為に選択したサブセット
において（閉経前ｎ＝２９および閉経後ｎ＝２８）、パーセントでの増加は、Ｐｙｒにつ
いて３１％、Ｄ－Ｐｙｒについては５０％であった。対応するＴ－スコアは、Ｐｙｒなら
びにＤ－Ｐｙｒについては１ .３であり、これは CrossLapsのＴ－スコアと有意に異ならな
かった（ CrossLapsについてのＴ－スコアは同一サブグループで１ .５であった）。ベース
ラインで測定した１８０人の閉経後婦人のうち、４１％は閉経前平均値の２倍標準偏差以
上の CrossLaps値を有していた。Ｈｐｒおよびオステオカルチンについて対応する値は、
各々１２％および２３％であった。　図２０は、ベースライン値のパーセントで表した、
１２カ月のホルモン代替療法（ｎ＝８０）またはプラセボ（ｎ＝３５）療法後の CrossLap
s／Ｃｒ、オステオカルチンおよび前腕骨質量を示す。すべてのマーカーにおいて、プラ
セボグループと比較すると、ホルモングループにおいては統計的に有意に減少した。 Cros
sLapsは６０ .７％減少し、Ｈｐｒは３０ .５％減少し、オステオカルチンは５５ .４％減少
した。試料のランダムに選択したサブセットにおいて（ホルモン置換ｎ＝１２およびプラ
セボｎ＝１２）、パーセント減少はＰｙｒについて２２％、Ｄ－Ｐｙｒについて２９％で
あった。１年につき前腕骨質量は３ .１％減少し、脊髄骨質量は３ .１％であった、
【０１４５】
図２１は、２４カ月にわたる前腕骨質量測定によって測定した CrossLaps／Ｃｒのベース
ライン値および損失の速度（％／年）の間の相関関係を示す。この相関関係から、ｔ－値
として－０．６１が得られた（Ｐ＜０ .００１）。Ｈｐｒおよびオステオカルチンについ
ての対応する相関関係から、－０ .４６および－０ .４４がｒ－値として得られた。  前記
したことから、 CrossLapsは、骨吸収の感受性マーカーであることが示されているピリジ
ノリンに対して高度に有意に相関関係を有することが証明される。このことは、 CrossLap
sが骨吸収の感受性マーカーであり得ることを示している。本試験における試料は、婦人
の均質な群を代表するものであり、従って数値の範囲は比較的狭い。もしパジェット病お
よび極端に高い骨代謝回転を持つ患者が含まれていたならば、相関関係はより高くなった
と予測される。 CrossLapsにおける閉経時の増加は顕著であり（７０％を超える）、この
ことから、閉経時に起こる代謝変化の感受性マーカーであることが判る。Ｔ－値は試験母
集団が異なると大幅に異なり得るので、注意深く解釈されるべきである。しかしながら、
異なるマーカーを比較する場合には、Ｔ－値は、注目するマーカーの感度の指標を与える
価値ある手段である。かくして本試験のデータは、 CrossLapsがカルシウム代謝に及ぼす
閉経の影響に対して感受性であることを示す。閉経前婦人は閉経後婦人と年齢が一致しな
かった。しかしながら、彼女らは平均して４０歳であり、かくして、年齢のインパクトは
もしあったとしても、些細のものに違いない。さらにこのような比較試験において、マー
カーは同様の方法で影響を最も受け易いであろう。
【０１４６】
　 CrossLaps値は、ホルモン代替療法に応答して実質的に減少し、このことから、治療効
果を追跡するための有用なマーカーとなる可能性が開ける。ホルモン代替療法（オステオ
カルチン、Ｈｐｒ、ＰｙｒおよびＤ－Ｐｙｒ）を追跡するのに通常使用されるマーカーと
比較して、 CrossLapsはテストした他の吸収マーカーよりも良好に機能した。しかしなが
ら、ＰｙｒおよびＤ－Ｐｙｒ実験で使用した試料は比較的少数であったため、これ以上の
確固たる結論を得る可能性が制限されている。また、Ｘ－スコアは、標準偏差においてプ
ラセボグループからの活性グループの偏差として算出されるものであるが、他のマーカー
についてよりも CrossLapsについて高くなる（ CrossLaps T Mにつき１ .５、Ｈｐｒにつき０
.７、およびオステオカルチンにつき１ .１；Ｐ＜０ .００１）。
【０１４７】
閉経後骨質量損失の速度は、骨代謝回転の生化学的マーカーのパネルによって評価できる
ことが示された。損失速度は、骨粗鬆症の危険の第１の指針となり、骨質量測定に付託す
る件数を減少できるであろう。 CrossLapsと単一ホトン吸収法マーカーによって測定され
た損失速度との間の相関関係は、－０ .６１であることが判明したが（図２１）、これは
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、骨代謝回転の他のマーカーを用いて従前に見い出されているものよりも高い。かくして
、尿中 CrossLaps濃度は、損失速度を予測するのに使用されるであろう。もし３ .０％／年
を超える骨損失が危険因子であると定義されるならば、この母集団における６００μｇ／
ｍｍｏｌＣｒなる CrossLapsカットオフ限界を使用すると、診断感度は７３％となりまた
特異性は７９％となる。３％／年の骨質量損失のレベルを用いて「速い」および「遅い」
骨損失者を区別した。何故ならば、損失のこの速度は２つのモードがある骨損失分布にお
いて適当な分離を与えることが以前に見い出されているからである。
【０１４８】
本実施例において、脊髄骨損失の速度は必要な精度で測定されなかった。というのも、測
定の多くはＤＰＡで行われたからである。従ってベースライン Cross Lapsに対する相関関
係は算出されない。
【０１４９】
健康な閉経後のグループの１５年の追跡において、損失の速度は骨折の後期発生に有意に
関係し、損失速度はそれ自体危険因子であることが判った。一般に、たとえ同一の結果が
得られるとしても、急速な変化は遅い変化よりも身体によって充分に許容されないことが
広く受け入れられている。この事実によって、骨代謝回転が大きい人を同定することが一
層重要となってくる。この意味で、ほとんど８０％の特異性および７０％を超える感度で
あることから、本発明の方法は、閉経後骨粗鬆症の危険評価における潜在的に有用なスク
リーニングパラメーターとなる。
【０１５０】
すべての引用した特許、特許出願および文献はその全体を出典明示して本明細書の一部と
みなす。しかしながら、矛盾する場合は、本開示が優先、支配する。
【０１５１】
上記においては、具体的な実施例を述べて本発明を記載してきた。しかしながら、以下に
て特許請求する本発明の精神を逸脱することなく、多くの追加、削除および修正が可能で
あることは当業者に明らかであろう。
【０１５２】
附属書類　Ａ
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【０１５３】
コラーゲンアルファ１（Ｉ）鎖の前駆体の配列は以下から調製：
　 Chu, M.L., de Wet, W., Bernard, M., Ding, J.F., Morabito, M., Myers, J., Willi
ams, C., and Ramirez, F., Nature 310, 337-340, 1984 （ヒト、残基  1-181の配列、Ｄ
ＮＡ配列から翻訳）
　 Click, E.M., and Bornstein, P.,　 Biochemistry 9, 4699-4706, 1970 (ヒト皮膚、  C
NBr0-1, CNBr2, CNBr4, CNBr5, 残基 162-301 の部分配列）
　 Morgan, P.H., Jacob, H.G., Segrest, J.P., and Cunningham, L.W., J.　 Biol. Chem
. 245, 5042-5048, 1970 (ヒト皮膚残基 263-268 の配列）
　 Bernard, M.P., Chu, M.L., Myers, J.C., Ramirez, F., Eikenberry, E.F., and Proc
kop, D.J., Biochemistry 22, 5213-5223, 1983 (mRN配列から翻訳した残基 302-1341の配
列）
【０１５４】
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【０１５５】
コラーゲンアルファ２（Ｉ）鎖の前駆体の配列は以下から調製：
　 de Wet, W., Bernard, M.,Benson-Chanda, V., Chu, M.L., Dickson, L., Weil, D., a
nd Ramirez, F., J. Biol. Chem. 262, 16032-16036, 1987(mRNA配列から翻訳した配列）
表題：ヒトプロ－アルフア－２（Ｉ）コラーゲン遺伝子の構成
【０１５６】
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【０１５７】
コラーゲンアルファ１（ＩＩ）鎖前駆体の配列は、以下から調製
　 Su, M.W., Lee, B., Ramirez, F., Manchdo, M. and Horton, W., Nucleic Acids, Res
, 17, 9473, 1989
ヒトＩＩ型プロコラーゲンをコードする全ｃＤＮＡのヌクレオチド配列
　 Baldwin, C.T., Reginato, A.M.,Smith, C., Jimenez, S.A., and Prockop, D.J., Bio
chem. J. 262, 521-528, 1989
ヒトＩＩ型プロコラーゲンをコードするｃＤＮＡクローンの構造。アルファ－１（ＩＩ）
鎖はフィブリル状コラーゲンの２つの他のアルファ鎖よりもアルフア－１（Ｉ）鎖により
類似する。
　 Ala-Kokko, L., Baldwin, C.T., Moskowitz, R.W., and Prockop, D.J. Proc. Natl. A
cad. Sci. U.S.A.87, 6565-6568, 1990
中度軟骨形成不全症に伴う原発性変形性関節症の原因としてのＩＩ型プロコラーゲン遺伝
子（ COL2A1) における単一塩基突然変異
　 Ramirez, F.
EMBL Data Libraryに提出、 1988年 12月
参照番号： S04892
Vikkula, M. and Peltonen, L.
FEBS Lett. 250, 171-174, 1989
ＩＩ型コラーゲン遺伝子における多形領域の構造分析
【０１５８】
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【０１５９】
コラーゲンアルフア－１（ＩＩＩ）鎖前駆体の配列、以下から調製
　 Janeczko, R.A., and Ramirez, F., Nucleic Acids Res. 17, 6742, 1989
全ヒト・アルファ－１（ＩＩＩ）コラーゲンのヌクレオチドおよび核酸配列
【図面の簡単な説明】
【図１】　実施例で詳細に記載するα１（Ｉ）Ｃ１免疫測定（「 CrossLaps」とも称する )
についての典型的標準曲線である。
【図２】　実施例で詳細に記載するα１（Ｉ）ＮＩ免疫測定についての典型的標準曲線で
ある。
【図３】　実施例で詳細に記載するα２（Ｉ）Ｎ１免疫測定についての典型的標準曲線で
ある。
【図４】　全ピリジノリン（ HPLC) と CrossLaps免疫測定との間の相関関係を示す。
【図５】　全ピリジノリン（ HPLC) とα１（Ｉ）免疫測定との間の相関関係を示す。
【図６】　抗体ＭＡｂＡ７のエピトープ特異性を示す。
【図７】　α１（Ｉ）Ｃ１ペプチド断片に基づく CrossLaps ELISAとＭＡｂＡ７ ELISAとの
間の相関相関を示す。
【図８】　 CrossLaps ELISAとα２（Ｉ）Ｎ１ペプチド断片に基づいたＮα２
EISA との間の相関相関を示す。
【図９】　閉経に関連した骨吸収の増加をＭＡｂＡ７ ELISAによって検出する方法を示す
。
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【図１０】　閉経に関連する骨吸収の増加の CrossLaps　 ELISAによる検出を示す。
【図１１】　 CrossLaps ELISAおよびＭＡｂＡ７  ELISAによって測定した、ホルモン代替
療法の間に於ける生物化学的マーカーの変化を示す。
【図１２】　健常な年齢適合させた婦人からの採取した尿試料の CrossLapsにおける測定
の個々の数値を示す。
【図１３】　ホルモン代替療法を受けている婦人および CrossLaps免疫測定におけるプラ
セボからの尿試料の測定の個々の値を示す。
【図１４】　 CrossLaps免疫測定について選択された８ＡＡペプチドの位置の模式的表示
である。
【図１５】　初期閉経後婦人（ｎ＝２４５）および後記閉経婦人からの個々の８ＡＡ値を
示す。ハッチングを施した領域は閉経前婦人（ｎ＝１０２）の群からの平均値±２ＳＤを
示す。
【図１６】　Ｄ－Ｐｙｒおよび８ＡＡ  ELISAの間の相関を示す。２１４人の年齢が３０ . 
０－６５ . ０歳の健康な婦人について、８ＡＡ ELISA で得られた値をＤ－Ｐｙｒ（ HPLC) 
と比較した。
【図１７】　Ｈｐｒおよび８ＡＡ  ELISAの間の相関を示す。４２１人の健康な年令が３０
. ０－５４ . ０歳の婦人について、８ＡＡ ELISA で得られた値をＨｐｒと比較した。
【図１８】　 CrossLapsT M  ELISA で得られた値と HPLCでのピリジノリン（ｎ＝８１）との
相関を示す。
【図１９】　閉経前（ｎ＝１０４）および閉経後（ｎ＝１８０）の婦人における CrossLap
T M、Ｈｐｒおよびオステオカルシン (osteocalcin) を示す。Ｔ－スコアは Bottom panelで
示す。
【図２０】　ベースライン値のパーセントとして表した、１２カ月のホルモン代替療法（
ｎ＝８０）（ .）またはプラセボ（ｎ＝３５）療法後における生化学的パラメーターなら
びに前腕（ｏ）および脊髄（ .）の骨質量の平均変化を示す。ハッチングを施した領域は
閉経前婦人での変動を表す。
【図２１】　２４カ月の期間における CrossLaps TM／Ｃｒのベースライン値と９回の前腕
骨質量測定値から決定した損失速度（％／年）との間の相関相関を示す。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】
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【 図 ２ １ 】
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