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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳類の循環液へのニューロテンシンの放出を測定するための免疫検出アッセイ方法で
あって、哺乳類のプロニューロテンシンの部分の免疫反応性（PNT免疫反応性）をテスト
哺乳類の全血サンプルまたは血清サンプルまたは血漿サンプルにおいて測定し、前記免疫
反応性が、ニューロテンシンまたはニューロメジン免疫反応性ではなく、
　完全なヒトのプレプロニューロテンシンのアミノ酸24から140の領域（配列番号6）中の
、ヒトのプレプロニューロテンシン（配列番号1）のペプチド配列に対する免疫反応性で
ある、PNT免疫反応性を決定する、
方法。
【請求項２】
　完全なヒトのプレプロニューロテンシンのアミノ酸24から140の領域（配列番号6）の部
分配列に特異的に結合する少なくとも二種の抗体を用いて、血清サンプルまたは血漿サン
プルにおいて、前記のPNT免疫反応性を測定する、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　完全なヒトのプレプロニューロテンシンのアミノ酸24から140の領域（配列番号6）の異
なる部分配列に特異的に結合する2つの異なる抗体を使用したサンドイッチアッセイにお
いて、血清サンプルまたは血漿サンプルにおける前記のPNT免疫反応性を測定する、請求
項2に記載の方法。
【請求項４】
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　前記の測定を、完全なヒトのプレプロニューロテンシン（配列番号1）のアミノ酸配列6
7から85（配列番号4）およびアミノ酸配列121から140（配列番号5）に特異的に結合する2
つの抗体を用いたサンドイッチアッセイとして実施する、請求項1から3のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項５】
　前記の抗体が、特異的なモノクローナルおよび/またはアフィニティ精製したポリクロ
ーナル抗体である、請求項2から4のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記の抗体の一方が、ヒトのプレプロニューロテンシン（配列番号1）のアミノ酸67か
ら85（配列番号4）を含む合成ペプチド配列を含む抗原を用いた動物の免疫化によって得
られ、前記の抗体の他方が、対応するアミノ酸121から140（配列番号5）を含む合成ペプ
チド配列を含む抗原を用いた免疫化によって得られる、請求項2から5のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項７】
　前記の抗体の一方が、固相に結合した形態で使用され、前記の抗体の他方が標識され、
または選択的に標識可能である、請求項3から6のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　放射性同位体、または化学発光、生物発光、蛍光もしくは酵素標識を用いた標識を、前
記抗体を標識するために使用する、請求項7に記載の方法。
【請求項９】
　第一の前記抗体および第二の前記抗体の両方を液体の反応混合液中に分散させて使用し
、
　蛍光または化学発光の消光または増幅に基づく標識システムの一部である第1の標識コ
ンポーネントが第一の前記抗体に結合し、
　この標識システムの第2の標識コンポーネントが第二の前記抗体に結合し、検出すべき
プロニューロテンシンに対する第一の前記抗体および第二の前記抗体の両方の抗体の結合
後に、測定溶液において得られた第一の前記抗体、第二の前記抗体、および、プロニュー
ロテンシンのＮ末端部分からなるサンドイッチ複合体の検出を可能とする測定可能なシグ
ナルが生じる、
請求項3から6のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記の標識システムが、蛍光または化学発光色素と組み合わせた希土類クリプテートま
たはキレートを含む、請求項9に記載の方法。
【請求項１１】
　イムノクロマトグラフィー測定装置の使用によるポイント-オブ-ケア方法として実施し
、直接視覚的に検出可能なラベルを、標識のためのラベルとして使用する、請求項1から7
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　患者の栄養状態および/または消化機能をモニターするために実施する、請求項1から11
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記の患者が、人工的に栄養が与えられている患者である、請求項12に記載の方法。
【請求項１４】
　パーキンソン病、セリアック病、慢性炎症性腸疾患（クローン病または潰瘍性大腸炎）
、腸癌または膵臓癌、膵炎、甲状腺疾患、嚢胞性線維症および肝炎から選択される疾患に
罹患した患者のサンプルを使用した、検出またはモニターリングと関連して、前記の測定
を実施する、請求項1から13のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　-固相に固定化した形態の、ヒトのプロニューロテンシンの部分配列に対して特異的な
第一抗体を含む第1の免疫試薬、
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-可溶化し、標識化した形態の、ヒトのプロニューロテンシンのもう一つの部分配列に対
して特異的な第二抗体を含む第2の免疫試薬、および
-特異的な第一および第二抗体についての結合部位を有する、規定量のペプチド調製物を
含む標準キャリブレーション溶液
を少なくとも含む、請求項3から10および12から14のいずれか一項に記載の方法を実施す
るためのキット。
【請求項１６】
　前記の固相が、テストチューブの壁であり、第二抗体が、化学発光標識によって標識さ
れている、請求項15に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般的な診断に適した、循環液へのペプチドニューロテンシンの放出を測定
することを意図した方法に関する。
【０００２】
　最初に、単純化の理由で、「診断」または「一般的な診断」のような用語は、本願明細
書においては、概して、狭い意味での診断目的だけでなく、他の目的のために（例えば、
診断目的の試験の開始前の、もしくは治療の開始前のテスト被検体の代謝状態の測定する
ため、または、病気もしくは治療手段の経過をモニターするための等の、比較的に長い期
間にわたって患者をモニターして観察するため）、生体分子の測定を含むことを企図する
全体的な意味において使用するということを注意すべきである。研究目的で、例えば、ニ
ューロテンシン受容体アゴニストなどの医薬の開発または栄養のための製品の開発と相ま
った研究目的での測定は、また、論じられるより具体的な関係のために具体的な場合を除
外することを除き、用語「診断」に含まれる。
【０００３】
　本出願における発明のより具体的な言及が具体的には人の医薬に関するものであったと
しても、獣医の薬または動物育種の分野での適用も、また、原則的には含まれることも事
実である。それゆえ、大部分の言及の、本発明の非-ヒトの哺乳類への適用は、過剰な説
明の必要なく当業者には明白である。ヒトの医薬についてより詳細に開示された方法の、
獣医の薬への類似の適用が、例えば、対応するペプチド配列が多くの他の動物で知られて
いることから、追随する。獣医への適用に加えて、例えば、市販の動物の飼料状態および
飼料利用をモニターすることとしての、哺乳類育種に関する適用も、考えられる。
【背景技術】
【０００４】
　ニューロテンシンは、ヒトを含む様々な哺乳類の様々な組織および循環液に存在するト
リデカペプチドであり、その一次構造は、全ての哺乳類で同一であると考えられている。
ニューロテンシンは、配列表において配列番号2で示されるアミノ酸配列を有する。
【０００５】
　大部分の生物学的に活性なペプチドのように（5：カッコ内の数字の形態の参考文献は
、添付の参考文献のリストに関する）、ニューロテンシンは、酵素によるプロセシングに
よって、プレプロニューロテンシン（シグナル配列を有する）またはプロニューロテンシ
ン（PNT：シグナル配列を有さない）と称される前駆体分子から形成される。ニューロテ
ンシン（NT）に加えて、哺乳類のプレプロニューロテンシン/プロニューロテンシンは、
更なる生物学的に活性なペプチド、ヘキサペプチドニューロメジンN（NMN：配列番号3）
を含む。ニューロテンシン前駆体ペプチドは、とりわけ、イヌ、ウシおよびげっ歯類の組
織から単離され、最終的にはヒトの組織からも単離された。成熟ペプチドNTおよびNMNは
、異なる哺乳類で同一のアミノ酸配列を有するのに対して、異なる哺乳類種の前駆体分子
、すなわち、プレプロニューロテンシンまたはプロニューロテンシンは、アミノ酸の数が
異なる。それ故、ラットまたはウシのプレプロニューロテンシンは、例えば、169のアミ
ノ酸しか有さないのに対して、ヒトのプレプロニューロテンシンは、170のアミノ酸を有
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する（17）。
【０００６】
　ヒトのプレプロニューロテンシンのヌクレオチドおよびアミノ酸配列は、ちょうどイヌ
（9）、ラット（17）およびウシ（17；後記の米国特許の図2における異なるプレプロニュ
ーロテンシン配列の比較も参照）のプレプロニューロテンシンのように、ここ数年で知ら
れるようになった（配列番号1；米国特許第6,274,720号参照）。プレプロニューロテンシ
ン（配列番号1）のアミノ酸1から23は、いわゆるシグナル配列を表す。
【０００７】
　プロニューロテンシンの発現は、最初に中枢神経系（CNS）、特定の腸内分泌細胞、い
わゆる末端小腸におけるN細胞、および腸管を貫通する神経線維で生じる（13）。しかし
ながら、PNTおよびNTは、また、副腎組織および心臓組織でも検出された（24；23）。
【０００８】
　プロニューロテンシンから形成された生物学的に活性なニューロテンシン（NT）は、様
々な哺乳類組織で検出され、多くの異なる機能と関連して論じられてきた。それ故、ニュ
ーロテンシンは、脳における神経伝達物質として主要な働きをし、鎮痛作用および体温調
節作用を有する（6；8）。更にその上、NTは、神経伝達物質アセチルコリンおよびグルタ
ミン酸の放出を調節し（19；18）、下垂体ホルモンの分泌を刺激し（29）、そして、ドー
パミン神経伝達に影響を及ぼし（18）、このことにより、パーキンソン病との関連性が示
唆されている（28）。
【０００９】
　消化管におけるニューロテンシンの分泌は、食物摂取によって刺激される（15）。食事
後きわめて短い間に、顕著なNTの増加見られ、この増加は、何時間にわたって続く（14）
。タンパク質およびグルコースと比較して、脂肪の摂取が、NT産生にもっとも強い影響を
もたらすことを示すことができた（27）。ニューロテンシンは、明らかに、ある種の「満
足因子」を表す、なぜならば、NTの分泌によって、食欲が抑制され、それゆえ、食物摂取
が減少するからである（34）。脂肪過多の（太りすぎの）患者においては、NTの血漿濃度
が、通常の体重のヒトと比較して減少しており、このことが、恐らく、増大した食欲およ
び増大した食物摂取の原因である（35；4）。興味深いことに、喫煙者も、非喫煙者より
も、食事摂取後にNT濃度顕著に増大することが示された（26）。このことは、変化したニ
ューロテンシン分泌が、増大した食欲の原因である可能性があり、そして、喫煙を止めた
後に喫煙者だったヒトの頻度高く観察される体重増加の原因である可能性があることを指
摘している。
【００１０】
　消化管においては、ニューロテンシンは、インスリンおよびグルカゴンなどの膵臓ホル
モンの分泌を刺激し、胃酸の分泌を阻害し、そして、大腸の運動性を刺激する（33）。NT
は、膵臓、大腸および小腸組織などの消化管の増殖を促進し（12；36；10）、このことに
より、NTが、これらの組織における腫瘍の形成に関与しているという仮説が引き起こして
いる。
【００１１】
　同じ前駆体ペプチドから形成される第二のペプチドであるニューロメジンN（配列番号3
）は、あまり良くは特徴づけされていない。恐らくは、ニューロメジンNは、ニューロテ
ンシンと類似の作用を有している、なぜならば、これら2つは、アミノ酸配列において類
似性を有しており、そして、同じ受容体に結合するからである（33）。
【００１２】
　分子量によって画分を分離するためのHPLC手法と組み合わせた、NTまたはNMNの遊離のC
末端に特異的であり、それ故、このような暴露したCOOH末端を有さずタンパク質的にプロ
セッシングを受けていないプロニューロテンシン形態を認識しない抗体を用いたラジオイ
ムノアッセイを使用して、異なる組織抽出物を研究することによって、NTおよびNMNに加
えて、不完全に切断された、いわゆるラージNTおよび/またはNMNペプチドも、組織依存的
な方法で、PNTのプロセッシングにおいて形成されうることが見出された（7；13；25）。
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【００１３】
　多くの研究が、様々な病気におけるニューロテンシンの形成または発生に関するもので
あり、これらの研究は、最初に、組織サンプルおよび組織抽出物を用いて実施されている
。患者の血液サンプルにおけるニューロテンシンの測定に基づく研究に関しては、例えば
、パーキンソン病の患者の血漿におけるニューロテンシンの濃度が、増加することが見出
されていることに注意すべきである（30）。穀物グルテンに非耐性であるセリアック病の
患者においては、絶食状態のコントロールのヒトと比較して、増加したニューロテンシン
の濃度の増加が、血漿中で検出された（2）。膵炎の患者におけるニューロテンシンの血
漿濃度は、健康なコントロールのヒトと比較して、食事後に増加する（22）。甲状腺疾患
の場合は、顕著に低いニューロテンシンの濃度が、中枢の（または二次的な）甲状腺機能
低下の患者の血漿において見出された（31）。二次的な甲状腺機能低下は、甲状腺ホルモ
ンの分泌を制御する下垂体の領域の障害によって引き起こされる。一方、顕著により高い
ニューロテンシン濃度（31）が、コントロールと比較して、末端の（または一次的な）甲
状腺機能低下または甲状腺機能亢進の患者の血液で見いだされた。一次的な甲状腺機能低
下は、甲状腺そのものの機能障害によって引き起こされる。嚢胞性線維症の患者は、健康
なコントロールのヒトよりも、食事摂取前および食事摂取の両方で、血漿中でニューロテ
ンシンの濃度が高い（16；1；21）。
【００１４】
　血液中でのニューロテンシンの濃度は、常に、ラジオイムノアッセイタイプのアッセイ
を使用して測定されてきた。このアッセイにおいては、ニューロテンシンまたは遊離のニ
ューロテンシンの特定の部分配列（例えばニューロテンシンの遊離のC末端）を特異的に
結合する1つの抗体の結合部位についての、サンプル中の測定すべきニューロテンシンと
添加した標識ニューロテンシンまたはニューロテンシンフラグメントとの競合を測定して
いる。NMN濃度の測定は、類似の方法で実施されていた。
【００１５】
　特定の病気の場合におけるニューロテンシンの発生についての前記の類似の結果により
、食物摂取の機能としてニューロテンシンの形成を刺激する実証された可能性についての
前記の類似の結果により、そしてまた、特定の病理状態で顕著に異なることが証明した前
記の類似の結果により、血液サンプル中のニューロテンシンの測定は、基本的に前途有望
であり臨床的に用途の広い診断ツールとなる。それ故、例えば、患者の通常の研究におい
て、臨床ケアの間のモニターリングのために、食物を利用する能力のモニターリングのた
めに、腸の機能のモニターリングのために、または、治療の成功をモニターリングするた
めの治療を伴う測定だけでなく、前記した科学文献の考察に起因する他の状況において、
このような測定を使用することは可能であると思われる。
【特許文献１】米国特許第6,274,720号
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１６】
　しかしながら、血液サンプルにおけるニューロテンシンの測定は、現在のところ、通常
の医療診断には採用されていない。この第一の理由が、ex vivo血液サンプルにおける周
囲温度でのニューロテンシン濃度の安定性が、通常の測定にとっては極めて低いことであ
る（20）（3から4時間しか半減期を有しない）。このことが、（サンプリング、血漿の回
収、対応する研究試験の実施までに研究室への運送という）存在する研究室の複雑な実行
性とともに、今までのところ、通常の診断における、ニューロテンシンの使用を妨げてい
る。第二の理由は、in vivo血液で、2から6分のみという短い半減期であることが知られ
ているからである。このことは、ニューロテンシン受容体への結合および/またはニュー
ロテンシンの分解が迅速で効率的であることが原因であり（3）、そして、潜在的に見積
もりが困難である時間依存的に、測定を困難なものとする。血液サンプルにおける瞬間的
に測定可能なNTの濃度は、測定時間までの、刺激（例えば食物の供給）の結果としての、
全体的なNTの生合成および循環液へのNTの放出の測定ではなく、むしろ、受容体への結合
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および分解によるNT除去がその生合成および循環液への放出についての情報を大いに薄め
てしまう、ランダムな暫定的な状態を表す。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本願の目的は、テスト哺乳類（特にヒト患者）サンプルにおけるニューロテンシン放出
を測定できることを提供することである。この測定は、通常の使用に適し、医療的診断に
関するニューロテンシン放出の測定についての前記で概要した有効性を利用することが可
能となり、そして、医学/臨床の決められた方法としての実施が可能となる。
【００１８】
　この目的は、ニューロテンシンの哺乳類循環液への放出を測定する免疫診断的なアッセ
イ方法によって達成される。この方法は、請求項1に記載の最も一般的な形態においては
、哺乳類のプロニューロテンシンのN-末端部分の免疫反応性（PNT免疫反応性）を、テス
ト哺乳類の血清サンプルまたは血漿サンプルにおいて選択的に測定することを特徴とする
。前記免疫反応性は、ニューロテンシンまたはニューロメジンNの免疫反応性ではない。
【００１９】
　このような方法の有利な進歩は、本明細書の好ましい実施態様の言及とともに、請求項
2から16によって再構築される。
【００２０】
　本発明の目的は、更に、請求項1に記載のこのような方法の好ましい実施態様のための
キットによって、請求項17および18に記載されているように達成される。
【００２１】
　以下に、本発明に基づく新規な発見、および誘導される発明の応用を、具体的な試験結
果および図を参照に、より詳細に説明する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２２】
　「哺乳類のプロニューロテンシンのN-末端部分の免疫反応性」とは、それぞれの哺乳類
プレプロニューロテンシンの部位24のアミノ酸から（シグナルペプチド後が部位1となる
）、それぞれの哺乳類プレプロニューロテンシンのニューロメジンNの最初のアミノ酸（L
ys）の3つ前のアミノ酸までのアミノ酸領域に位置する免疫反応性を意味する。全ての既
知の場合において、対象とする領域は、少なくともアミノ酸24から139または140のそれぞ
れ、すなわち、配列番号6のヒトペプチドで示す配列を少なくとも含む。
【００２３】
　血液サンプルまたは血清サンプルまたは血漿サンプルにおける、ヒトのプロニューロテ
ンシンのN-末端部分（特に、NMNもNTも含まず、フリーのNMNまたはNTの形成をもたらすタ
ンパク質プロセシングにおいて除去され、その後、不用品の一種となる部分）にアサイメ
ントされた免疫反応性の測定において、NTの発生が生じた場合に文献データに対応する再
現性ある結果が、得ることができるかという問題点を調べるために、PNTのこのN-末端に
特異的なサンドイッチアッセイ（実施例において、より詳細に開示する）を開発した。こ
のアッセイは、ヒトのプレプロニューロテンシンのアミノ酸67から85およびアミノ酸121
から140の両方を含むヒトPNTのN-末端ペプチドのみを、特異的に認識する。
【００２４】
　このアッセイを使用したヒトの血液サンプルの測定（以下により詳細に記す）により、
発生および動態によるNTの形成/放出を反映するPNT免疫反応性が測定されたことが示され
た。
【００２５】
　比較的に長い期間、室温で保存した血液サンプルに由来する血清サンプルおよび血漿サ
ンプルの繰り返した測定の場合、更にその上、血漿ex vivoでのPNT免疫反応性の安定性が
、驚くほどに高いことが見出された。免疫反応性の認識可能なロスは、7日後でさえ検出
されなかったので、室温での半減期は、7日よりもはるかに長く、それゆえ、成熟ニュー
ロテンシンのex vivo安定性（cf. 3）、および、大きくて不完全にプロセシングを受けた
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プロニューロテンシンペプチドの1つのex vivo安定性を超えるものである。
【００２６】
　安定性測定の結果を図1に示す。
【００２７】
　それ故、血液サンプルにおけるプロニューロテンシンまたはPNR断片の測定は、完全に
、日常的な使用に適合し、日常的な医療診断に利用可能な血液におけるNT/NMN/PNT放出速
度を求めるのに適する。
【００２８】
　使用したアッセイの調製、測定におけるその使用、および得られた測定結果を、実験セ
クションおよび実施例および関連する説明において、より詳細に開示する。
【実施例】
【００２９】
（実験セクション：N-末端プロニューロテンシン配列にアサイメントされた免疫反応性の
測定）
＜１．抗体の調製＞
＜１．１．免疫原＞
　人のプレプロニューロテンシン（配列番号1）の2つの異なるペプチド部分配列、すなわ
ちPNT3（配列番号4）およびPNT4（配列番号5）を選択し、Jerini(Berlin, Germany)によ
って合成ペプチドとして合成した。加えて、それぞれのペプチドを、アミノ-末端システ
イン残基（Cys0）を用いて提供した。
【００３０】
＜１．２．抗体回収＞
　免疫化目的のために、N-末端システイン残基を補ったペプチドPNT3（配列番号4）およ
びPNT4（配列番号5）を、Limulus polyphemusに由来するヘモシアニンとコンジュゲート
させ、ウサギを免疫化するための標準方法に従って使用し、PNTペプチドコンジュゲート
に対する抗血清を得た。
【００３１】
＜１．３．抗体の精製＞
　ウサギ抗血清のポリクローナル抗体を、リガンド特異的アフィニティ精製によって精製
した。この目的のために、Cys(0)-ペプチドPNT3（配列番号4）およびPNT4（配列番号5）
を、Pierce(Boston, USA)によって供給されたSulfoLinkゲルへと結合した。結合は、製造
者の方法に従って、以下のように実施した：
　ポリカーボネートカラム（15mm×80mm）を、5mlのアフィニティマトリクスで満たした
。カラムをPBS（136mM NaCl、1.5mM KH2PO4、20.4mM Na2HPO4・2H20、2.7mM KCl、pH7.12
）を用いて平衡化した後、5mgのそれぞれの前記ペプチドを秤量して、PBSで溶かしてクロ
ーズトカラムに加え、ゲル物質を緩やかに攪拌することによって均一にした。室温での15
分間のインキュベーションおよびゲル物質の堆積後、カラムを5回3mlのPBSを用いて洗浄
した。フリーの結合部位を飽和させるために、5mlの50mM L-システイン溶液を、それぞれ
の場合に、カラムに加え、均一になった後、ゲル物質を再度15分間室温でインキュベート
した。ゲル物質が堆積後、それぞれのカラムを、5mlの1M NaCl溶液で6回洗浄し、その後
、PBSを用いて洗浄した。
【００３２】
　ゲル物質を、25mlのそれぞれのウサギ抗血清プールと混合し、緩やかに攪拌することに
よって室温で一晩インキュベートした。血清-ゲル混合物を、ポリカーボネートカラムに
加え、余分な血清を除去した。その後、カラムを250mlのPBSを用いて洗浄し、非結合の血
清タンパク質を除去した。結合抗体の脱離は、50mMクエン酸(pH2.2)を用いたカラムの溶
出によって実施した。溶出液を1mlのフラクションに回収した。各フラクションのタンパ
ク質濃度を、Perbio(Bonn, Germany)のBCA-タンパク質アッセイキットを使用して求め、>
1mg/mlのタンパク質含量を有するフラクションをまとめた。アフィニティ精製した抗体を
、PBSを用いた透析により再緩衝化し、タンパク質含量を再度測定した。その後、4℃で保
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存した。
【００３３】
＜２．アッセイ調製＞
＜２．１．固相＞
　ペプチドPNT3に対するアフィニティ精製したポリクローナルウサギ抗体を、ポリスチロ
ールチューブ（Startube、12mm×75mm、Greiner、Germany）に固定した。この目的のため
に、抗体溶液を、PBSを用いてタンパク質濃度が6.7μg/mlになるように希釈し、各チュー
ブ当り300μlをピペッティングした（チューブ当り2μgの抗体に対応）。これらを室温で
24時間インキュベートし、その後、それぞれを4mlのPBSで3回洗浄した。更なる使用まで
、チューブを4℃で保存した。
【００３４】
＜２．２．標識した抗体＞
　PNT4に対するアフィニティ精製したポリクローナルウサギ抗体（PBS中で1mg/ml）を、
アクリジニウムエステル-N-ヒドロキシ-スクシンイミド(アセトニトリル中で1mg/ml、InV
ent、Hennigsdorf、Germany)を用いて、発光標識した。標識のために、200μlの抗体を、
4μlのアクリジニウムエステルと混合し、20分間インキュベートし、フリーのアクリジニ
ウムエステル結合を、40μlの50mMグリシン溶液を加えることによって飽和させた。標識
したバッチを、BioSil 400-ゲルろ過カラム（BioRad、Munich、Germany）を用いたHPLCに
よって、フリーのアクリジニウムエステルと分離した。PBSを、溶媒として使用した。
【００３５】
＜３．PNT測定の実施＞
＜３．１．測定条件＞
　試験する50μlの血漿サンプルおよび150μlのアッセイバッファー（PBSバッファー、10
mM EDTA）を、抗体-コーティングチューブ（２．１．）にピペッティングし、16時間室温
でインキュベートした。その後、チューブを、1mlのPBSを用いて5回洗浄した。20ngの標
識抗体（２．１．）（100μlのPBSバッファー、10mM EDTA）を、その後、各チューブに加
えた。チューブを2時間室温でインキュベートし、非結合のトレーサー抗体を、1mlのPBS
を用いて5回洗浄することによって除去した。
【００３６】
　チューブに結合した標識抗体を、市販のルミノメーター（Berthold LB 952T/16）での
発光測定を使用して定量した。
【００３７】
＜３．２．キャリブレーション＞
　測定するサンプルにおけるプロニューロテンシンの濃度または免疫反応性を測定するこ
とができるために、明らかに健康なヒトの50のEDTA血漿を、PNTについてスクリーニング
し、最も高いPNT免疫反応性を有する血漿をプールした。この血漿プールから、ウマ血清
（Sigma、Germany）を用いて、多くの希釈サンプルを産生した。仮の濃度100ユニット/ml
を、最も高いスタンダードとした（希釈を行わなかったEDTA血漿）。図2は、PNT標準曲線
を示す。プロニューロテンシンアッセイの分析的な検出感度は、約1U/mlである。
【００３８】
＜４．測定の結果＞
＜４．１．明らかに健康なヒトの血漿におけるプロニューロテンシン免疫反応性＞
　明らかに健康なコントロールのヒトは、血液中に、高いPNT測定値を有している。その
度数分布を図4に示す。その中央値は、35.1U/mlと測定された。
【００３９】
＜４．２．食物摂取の間および食物摂取の後での、健康なテスト被検体の循環液における
PNT免疫反応性の測定＞
　ニューロテンシンの形成または放出は、食物摂取によって刺激されることが知られてい
る（15；14）。血液中のPNT濃度も食物摂取によって影響を受けるか、そして、PNT免疫反
応性の変化の動態が前記のNT濃度と並行して進むかどうかを求めるために、以下の試験を
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実施した：6人のテスト被検体（3人は男性のヒトで3人は女性のヒト）を14時間断食させ
た。その後、テスト被検体が、一定量の液体または食物を特定の時間に摂取し、そして、
血液サンプルを特定の時間に採取した。試験の経過を、表1に要約する。
【００４０】
【表１】

【００４１】
　PNTの分泌は、液体の摂取によっては刺激されないことが見出された。食物摂取の直前
、すなわち、最も長い断食事間の後で、PNT濃度が最も低くなった。この値を、各個人の
テスト被検体について100％と定義し、各テスト被検体の全ての他の測定は、この値に基
づくものとした。6人のテスト被検体の測定したPNT免疫反応性の割合の変化を平均化し、
図3に図示する（p<0.05）。食事後直後に、血液中のPNT濃度は顕著に増加した。食事の摂
取後3時間および4時間という最後の2つのサンプリングでは、最も高い値を有した。全体
としては、PNT濃度は、食事後、4.5から8倍増加した。
【００４２】
　前記したアッセイで測定することができ、使用した2つの抗体についての結合部位を有
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する1つまたは複数のN-末端プロニューロテンシン断片と連帯した免疫反応性が、成熟ペ
プチドNTについて記載されているように、食物摂取の刺激が原因となって増加した。
【００４３】
　それゆえ、PNT免疫反応性の測定は、患者/テストを受けるヒトの代謝状態を評価するた
めに、成熟ニューロテンシンの代わりに使用することができる。一定量の栄養を投与する
ことによって、PNT放出の個々の刺激性は、食物摂取後の特定時間での測定値と、基礎値
との間の差異Δ（例えば、PNT食物摂取後3時間およびPNT断食）として、またはこのよう
な値の比率もしくは係数として測定することができる。表2は、実施例による対応する評
価を示す。
【００４４】
【表２】

【００４５】
＜４．３．人工的に栄養を与えた患者の循環液中のPNT濃度の測定＞
　既に示したように、健康なヒトの血液中のPNT濃度は、食物摂取によって刺激を受ける
ことができる。非経口的手段（静脈カテーテルによる）で人工的に栄養を与えられ、一般
的に集中治療を受ける（例えば、現存する敗血症または多発外傷）患者の血漿におけるPN
T免疫反応性の対応する測定においては、通常に栄養を摂取するコントロールよりも顕著
に低いPNTを有することが見出された。このような測定においては、相対的なPNT免疫反応
性の中央値は2.7U/mlであり、係数が13より低いことが見出された（図4参照）。
【００４６】
＜４．４．炎症性腸疾患（クローン病または潰瘍性大腸炎）の患者の循環液におけるPNT
免疫反応性の測定＞
　クローン病または潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患の患者のサンプルの測定においては
、ここでも、測定可能なPNT免疫反応性の中央値である10U/mlは、コントロールのヒトの
値よりも低いことが見出された（図5）。しかしながら、患者の中の個体によっては、実
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質的により高い測定値を示した（100U/mlより高い値）。
【００４７】
＜４．５．A型またはC型肝炎の患者の循環液におけるPNT免疫反応性の測定＞
　一方、A型またはC型肝炎の患者のサンプルの測定においては、循環液に、健康なコント
ロールと比較して、112U/mlというより高いPNT濃度が見出された（図5）。
【００４８】
＜５．ヒト血清中の免疫反応性プロニューロテンシンの単離および特徴＞
＜５．１．アフィニティカラムの調製＞
　PNT3ペプチド（配列番号4；1.1.参照）に対する5mgの精製したウサギポリクローナルを
、製造者の方法に従って、2mlのCarboLinkゲル（Pierce、Boston, USA）に結合し、ポリ
カーボネートカラム（15mm×80mm）に移した。その後、ゲルを、20mlのPBSで洗浄した。
【００４９】
＜５．２．免疫反応性PNTのアフィニティ精製＞
　32U/mlの相対濃度を有する10の個体血清100mlを含む混合した血清サンプルを、Na EDTA
（最終濃度10mM）と混合し、その後、0.2μmフィルターでろ過した。調製した混合血清サ
ンプルを4℃、流速2ml/minで、六回連続して、アフィニティカラムにアプライした。その
後、カラムを50mlのPBSで洗浄し、結合した免疫反応性PNTを、50mMのグリシン/HCl溶液（
pH2.0）で溶出させた。カラム溶出液を、280nmの吸光度で連続してモニターし、グリシン
/HCl溶液によって溶出したタンパク質フラクション（最終容量3ml）を、さらにHPLC手法
によって分析した。
【００５０】
＜５．３．逆相HPLC分析＞
　アフィニティ精製によって得られた物質を、Waters(Eschborn, Germany)のC18カラムμ
 Bondapak 0.4×30mmを用いた逆相HPLCによって精製した。流速は、1ml/minとした。使用
した移動相および溶出条件を、以下の表3に示す。
【００５１】
【表３】

【００５２】
　カラム溶出液を、連続して215nmの吸光度で測定し、0.5mlのフラクションに回収した。
前記のセクション２．および３．で記載したPNTアッセイを用いて、PNT免疫反応性を検出
することができたフラクションを求めた。主な免疫反応性は、フラクション67に溶出され
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【００５３】
　ポジティブなPNT免疫反応性を有するフラクション67を、窒素ガスを用いた処理によっ
て乾燥させた。その後、質量分析によって、サンプルを分析した。
【００５４】
＜５．４．質量分析＞
　ペプチドを、プロテアーゼGlu-Cまたはトリプシンによって分解し、得られたフラグメ
ントを、SMART HPLCによってそれ自身知られた方法で得て、その後、質量分析によって詳
細に調べた。
【００５５】
　質量分析においては、完全に、既知のプレプロニューロテンシン1－170（配列番号1）
のアミノ酸24－140の配列と完全に一致した配列（配列番号6）が求まった。それ故、117
個のアミノ酸を含み、プレプロニューロテンシン24-140として分解されるプロニューロテ
ンシンペプチドが、ヒトの血液中で循環していることが示された。前記の方法によって免
疫反応性として求めた物質が、C末端成熟ペプチドであるニューロメジンNおよびニューロ
テンシンを含むことは全く指摘されなかった。
【００５６】
 [参考文献]
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【図面の簡単な説明】
【００５７】
【図１】図1は、テスト被検体の血液から得られた血清、EDTA血漿およびヘパリン血漿サ
ンプルにおける、7日間までの期間にわたる、室温での、ヒトPNTのN末端配列にアサイメ
ントされた免疫反応性のex vivo安定性の測定結果を示す。
【図２】図2は、実施例においてより詳細に記載したPNTサンドイッチアッセイの標準曲線
を示す。
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【図３】図3は、前記したサンドイッチアッセイを用いた、通常に栄養を摂取したノーマ
ルなヒトおよび人工的に栄養を与えた患者の場合における、血漿中のPNT免疫反応性の測
定結果を示す。
【図４】図4は、前記したサンドイッチアッセイを用いた、食物の供給に依存した、通常
に栄養を摂取したノーマルなヒトの血漿におけるPNT免疫反応性の経時変化の測定結果を
示す。
【図５】図5は、前記したサンドイッチアッセイを用いた、通常に栄養を摂取したノーマ
ルなヒト、ならびに、慢性炎症性腸疾患（クローン病または潰瘍性大腸炎）および肝炎の
患者の場合における、血漿中のPNT免疫反応性の測定結果を示す。

【図１】 【図２】
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