
(57)【要約】

診断目的で、特に敗血症、心臓病および癌の診断目的で

、生物学的液体中のアドレノメデュリンの免疫活性の測

定のための方法であって、本方法においては、完全なプ

レプロアドレノメデュリン(pre-proAM；配列番号：１)

のアミノ酸(45－92)を含むプロアドレノメデュリンの中

間領域部分ペプチド（mid-proAM；配列番号：３）を、

特に、mid-proAMの配列を特異的に認識する少なくとも1

つの標識した抗体を用いて行うイムノアッセイ手法によ

って測定する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 完 全 な プ レ プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン （ pre-proAM； 配 列 番 号 ： １ ） の ア ミ ノ 酸 （ 45－ 92
） を 含 む プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン の 中 間 領 域 部 分 ペ プ チ ド （ mid-proAM； 配 列 番 号 ３ ） を
測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 診 断 目 的 の た め の 生 物 学 的 液 体 に お け る ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン
の 免 疫 活 性 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 生 物 学 的 液 体 の mid-proAMを 、 mid-proAMの 配 列 を 特 異 的 に 認 識 す る 少 な く と も 1つ の 標
識 抗 体 を 用 い て 行 う イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ が 、 分 析 物 の た め の 固 相 に 結 合 し た 競 合 物 お よ び 標 識 抗 体 を 用 い た ア ッ
セ イ （ SPALTア ッ セ イ ） 、 ま た は 、 mid-proAM（ 配 列 番 号 ： ３ ） の 異 な る 部 分 配 列 に 特 異 的
に 結 合 す る 少 な く と も 2つ の 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ （ 2サ イ ド イ ム ノ ア ッ セ イ
） で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 循 環 mid-proAM（ 配 列 番 号 ： ３ ） を 測 定 し 、 生 物 学 的 液 体 が 血 漿 で あ る こ と を 特 徴 と 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 】
　 両 方 の 抗 体 が 、 pre-proAMの ア ミ ノ 酸 60か ら ア ミ ノ 酸 94へ と 広 が る mid-proAMの 領 域 に 結
合 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 抗 体 /複 数 の 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び /ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 両 方 の 抗 体 が 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 １ か ら ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 一 方 の 抗 体 が 、 pre-proAMの ア ミ ノ 酸 69－ 86（ 配 列 番 号 ： ４ ） を 含 む 合 成 ペ プ チ ド 配 列
を 含 む 抗 原 で 動 物 を 免 疫 す る こ と に よ っ て 得 ら れ 、 他 方 の 抗 体 が 、 pre-proAMの ア ミ ノ 酸 8
3－ 94（ 配 列 番 号 ： ５ ） を 含 む 合 成 ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 抗 原 で 免 疫 す る こ と に よ っ て 得 ら
れ る こ と を 特 徴 と 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 ９ 】
　 一 方 の 抗 体 を 標 識 し 、 他 方 の 抗 体 を 固 相 に 結 合 さ せ る か 、 ま た は 、 固 相 に 選 択 的 に 結 合
さ せ る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 一 抗 体 お よ び 第 二 抗 体 の 両 方 が 液 体 反 応 混 合 液 中 に 分 散 し て 存 在 し て い る こ と 、
検 出 す べ き mid-preAMへ の 両 方 の 抗 体 の 結 合 後 に 、 測 定 溶 液 中 に 生 じ た 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 発 生 す る よ う に 、 蛍 光 ま た は 化 学 発 光 消 光 ま
た は 増 幅 に 基 づ く 標 識 シ ス テ ム の 部 分 で あ る 第 一 の 標 識 構 成 要 素 が 第 一 抗 体 に 結 合 し て い
る こ と 、 お よ び こ の 標 識 シ ス テ ム の 第 二 の 標 識 構 成 要 素 が 第 二 抗 体 に 結 合 し て い る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 標 識 シ ス テ ム が 、 蛍 光 ま た は 化 学 発 光 色 素 、 特 に シ ア ニ ン タ イ プ の 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 こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 診 断 の た め 、 重 篤 度 の 測 定 お よ び 予 後 診 断 の た め 、 な ら び に 敗 血 症 の 進 行 に 付 随 す る 治
療 コ ン ト ロ ー ル の た め に 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら １ １ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
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　 敗 血 症 の 診 断 と 関 連 す る 少 な く と も 1つ の 更 な る パ ラ メ ー タ ー を 同 時 に 測 定 す る 複 合 パ
ラ メ ー タ ー 測 定 の 一 部 と し て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 敗 血 症 の 診 断 と 関 連 す る 更 な る パ ラ メ ー タ ー ま た は 複 数 の パ ラ メ ー タ ー が 、 抗 -ガ ン グ
リ オ シ ド 抗 体 、 タ ン パ ク 質 プ ロ カ ル シ ト ニ ン 、 CA125、 CA19-9、 S100B、 S100Aタ ン パ ク 質
、 LASP-1、 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン フ ラ グ メ ン ト 、 特 に CYFRA21、 TPSお よ び /ま た は 可 溶 性
サ イ ト ケ ラ チ ン -1フ ラ グ メ ン ト (sCY1F)、 ペ プ チ ド イ ン フ ラ ミ ン お よ び CHP、 他 の ペ プ チ ド
プ ロ ホ ル モ ン 、 グ リ シ ン -N-ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GNAT） 、 カ ル バ モ イ ル ホ ス フ ェ
ー ト シ ン タ ー ゼ 1（ CPS1） お よ び C-反 応 性 タ ン パ ク 質 （ CRP） ま た は こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 心 臓 病 の 診 断 領 域 で 使 用 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら １ １ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 心 臓 病 の 診 断 と 関 連 す る 更 な る パ ラ メ ー タ ー を 同 時 に 測 定 す る 複 合 パ ラ メ ー タ ー 測 定 の
過 程 に お い て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 癌 の 診 断 領 域 で 使 用 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら １ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 癌 の 診 断 と 関 連 す る 更 な る パ ラ メ ー タ ー を 同 時 に 測 定 す る 複 合 パ ラ メ ー タ ー 測 定 の 過 程
に お い て 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 医 学 的 診 断 目 的 で 、 特 に 敗 血 症 の 診 断 （ そ れ だ け で な く 、 例 え ば 、 癌 の 診 断
お よ び 心 臓 病 の 診 断 ） で 、 ま た は 一 般 的 に ペ プ チ ド ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン （ AM） の 測 定 が 診
断 に 関 連 し た 結 果 を も た ら す 病 気 の 状 態 の 診 断 に お け る 、 生 物 学 的 液 体 中 の プ ロ ア ド レ ノ
メ デ ュ リ ン の 中 間 領 域 部 分 ペ プ チ ド （ mid-proAM） の 測 定 、 特 に proAM(45-92)部 分 ペ プ チ
ド を 測 定 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の 測 定 は 、 特 に 、 標 識 し た 抗 体 を 使 用 す る タ イ プ の イ
ム ノ ア ッ セ イ 手 法 （ サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ ； SPALTま た は SPARTの 原 則 に 従 っ た 競 合 ア ッ セ
イ ） に よ っ て 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て は 、 単 語 「 診 断 」 は 、 基 本 的 に 、 予 後 /早 期 診 断 お よ び 治 療 に 付 随 す
る モ ニ タ リ ン グ も 含 む こ と を 意 図 す る 簡 素 で 一 般 的 な 単 語 と し て 使 用 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ペ プ チ ド ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン （ AM） は 、 ヒ ト の フ ェ ノ ク ロ モ サ イ ト ー ム (phenochromocy
tome)か ら 単 離 さ れ た 52ア ミ ノ 酸 を 含 む 新 規 の 低 血 圧 効 果 ペ プ チ ド と し て 、 Kitamura et a
l.(f. 18; 数 値 は 、 添 付 し た 引 用 の リ ス ト に 基 づ く )に よ っ て 1993年 に 最 初 に 発 表 さ れ た
。 同 じ 年 に 、 185ア ミ ノ 酸 を 含 む 前 駆 体 ペ プ チ ド を コ ー ド す る cDNAお よ び こ の 前 駆 体 ペ プ
チ ド の 完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る cDNAも 発 表 さ れ た （ 19； 配 列 番 号 ： １ ） 。 こ の 前
駆 体 ペ プ チ ド 、 と り わ け 、 N末 端 に 21ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 前 駆 体 ペ プ チ ド は 、
「 プ レ プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン 」 (pre-proAM)と 呼 ば れ て い る 。 本 明 細 書 に お い て は 、 特
定 さ れ た 全 て の ア ミ ノ 酸 部 位 は 、 何 か 異 な る こ と が 本 文 中 の 特 定 の 文 脈 か ら 明 ら か で な い
限 り 、 通 常 、 185ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 配 列 番 号 ： １ の 配 列 を 有 す る pre-proAMに 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ペ プ チ ド ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン （ AM） は 、 52ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ： ２ ） で
あ っ て 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 に よ っ て 形 成 さ れ る 、 pre-proAMの ア ミ ノ 酸 95か ら 146を 含 む
ペ プ チ ド で あ る 。 現 在 、 実 質 的 に 、 pre-proAMの 切 断 に よ っ て 形 成 さ れ る 数 個 の ペ プ チ ド
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フ ラ グ メ ン ト 断 片 の み が 、 特 に 、 生 理 的 に 活 性 な ペ プ チ ド ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン （ AM） お よ
び 「 PAMP」 、 pre-proAMの 21ア ミ ノ 酸 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 後 に 続 く 20ア ミ ノ 酸 （ 22－ 41）
を 含 む ペ プ チ ド が 、 よ り 正 確 に 特 徴 付 け ら れ て い る 。 AMお よ び PAMPの 両 方 に つ い て 、 生 理
的 に 活 性 な サ ブ フ ラ グ メ ン ト が 更 に 発 見 さ れ 、 よ り 詳 細 に 研 究 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 1993年 に お け る AMの 発 見 と 特 徴 づ け に よ り 、 集 中 的 な 研 究 活 動 と 盛 ん な 論 文 発 表 が も た
ら さ れ 、 そ れ ら の 結 果 が 、 最 近 、 様 々 な レ ビ ュ ー に お い て 要 約 さ れ て い る 。 本 明 細 書 の 文
脈 に お い て は 、 特 に 、 AMに つ い て 扱 っ て い る 出 版 物 「 Peptides」 (Peptides 22 (2001))（
特 に 、 (12)お よ び (2)） の 論 文 を 参 照 す る 。 更 な る レ ビ ュ ー は (3)で あ る 。 現 在 ま で の 科 学
的 研 究 に お い て 、 と り わ け 、 AMを 多 機 能 性 の 調 整 ペ プ チ ド と し て み な す こ と が で き る こ と
が 見 出 さ れ た 。 AMは 、 グ リ シ ン に よ っ て 伸 張 し た 不 活 性 な 形 態 で 、 血 液 へ と 放 出 さ れ る (5
)。 AMに 特 異 的 で あ っ て 、 恐 ら く AMの 効 果 を 調 整 す る 結 合 タ ン パ ク 質 も 存 在 す る (11)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 現 在 ま で の 研 究 に お い て 第 一 に 重 要 で あ る 、 AMだ け で な く PAMPの 生 理 的 効 果 は 、 血 圧 に
影 響 を 与 え る 効 果 で あ っ た 。 そ れ ゆ え 、 AMは 効 果 的 な 血 管 拡 張 剤 で あ っ て 、 そ の 低 血 圧 効
果 は 、 特 に AMの C末 端 部 位 の ペ プ チ ド セ グ メ ン ト と 関 連 付 け る こ と が で き る 。 一 方 、 AMの N
末 端 の ペ プ チ ド 配 列 は 、 高 血 圧 効 果 を 示 す （ cf. 例 え ば (6)） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 pre-proAMか ら 形 成 さ れ る 、 前 記 の 更 な る 生 理 的 に 活 性 な ペ プ チ ド PAMPは 、 AMの 活 性 機
構 と 異 な る 活 性 機 構 を 有 し て い る と 考 え ら れ て い て も 、 同 様 に 、 低 血 圧 効 果 を 示 す こ と が
更 に 見 出 さ れ た （ cf.前 記 し た 論 文 (2)お よ び (3)に 加 え て 、 (8)、 (9)ま た は (14)お よ び EP 
0622458A2） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 血 液 お よ び 他 の 生 物 学 的 液 体 中 の 測 定 す る こ と が で き る AMの 濃 度 は 、 多 く の 病 気 の 状 態
に お い て 、 健 康 な 対 照 と な る ヒ ト に 見 ら れ る 濃 度 を 顕 著 に 超 え て い る こ と が 更 に 見 出 さ れ
た 。 そ れ ゆ え 、 鬱 血 性 心 不 全 、 心 筋 梗 塞 、 腎 臓 病 、 高 血 圧 病 、 糖 尿 病 、 急 性 シ ョ ッ ク 症 状
、 敗 血 症 、 お よ び 敗 血 症 シ ョ ッ ク の 患 者 に お け る AMレ ベ ル は 、 程 度 は 異 な る が 、 顕 著 に 増
加 す る （ cf.　 例 え ば (2), Section 7., お よ び こ の 文 脈 中 で 引 用 さ れ て い る 論 文 ） 。 PAMP
濃 度 は 、 ま た 、 前 記 病 気 の 状 態 の 幾 つ か に お い て 増 加 す る が 、 そ の 血 漿 レ ベ ル は 、 AMに 比
べ て 減 少 す る （ (2); page 1702） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 AMの 異 常 な 高 濃 度 が 敗 血 症 ま た は 敗 血 症 シ ョ ッ ク に お い て 観 察 さ れ る こ と が 更 に 知 ら れ
て い る （ cf. (2)お よ び (4)、 (1)、 (13)、 (15)お よ び (16)） 。 こ の 知 見 は 、 敗 血 症 お よ び
他 の 重 症 の 疾 患 （ 例 え ば SIRSの よ う な ） の 患 者 に お け る 病 状 の 経 過 の 一 般 的 な 現 象 と し て
知 ら れ て い る 典 型 的 な 血 行 動 態 の 変 化 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 AMお よ び PAMPは 同 じ 前 駆 体 ペ プ チ ド pre-proAM（ 配 列 番 号 ： １ ） （ AMお よ び PAMPに 対 応
す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 等 モ ル で 部 分 ペ プ チ ド と し て 存 在 し て い る ） か ら 形 成 さ れ る と 考 え ら
れ て い る に も か か わ ら ず 、 生 物 学 的 液 体 中 の 測 定 可 能 な AMま た は PAMPの 濃 度 は 、 明 ら か に
異 な る 。 こ れ は 、 お か し な こ と で は な い 。 1つ の 同 じ 前 駆 体 ペ プ チ ド に 由 来 す る 異 な っ た
分 解 産 物 の 測 定 濃 度 が 異 な る の は 、 （ 例 え ば 、 病 気 の 状 態 が 異 な る 場 合 ） 前 駆 体 ペ プ チ ド
の 異 な る 断 片 化 に よ っ て 異 な る 分 解 産 物 が 生 じ る よ う な 、 異 な っ た 競 合 的 な 分 解 経 路 に 由
来 し て そ れ ら が 生 じ る か ら で あ る 。 前 駆 体 ペ プ チ ド に 含 ま れ る 特 定 の 部 分 ペ プ チ ド が 、 遊
離 ペ プ チ ド と し て 形 成 さ れ る ま た は 形 成 さ れ な い 、 お よ び /ま た は 、 異 な る ペ プ チ ド が 異
な る 方 法 で 異 な る 量 で 形 成 さ れ る の で あ ろ う 。 た と え 、 前 駆 体 ペ プ チ ド を プ ロ セ シ ン グ す
る た め に 、 1つ の 分 解 経 路 の み が 行 わ れ 、 全 て の 分 解 産 物 が 1つ の 同 じ 前 駆 体 ペ プ チ ド に 由
来 し 、 そ れ ら 自 身 は 最 初 に 等 モ ル で 形 成 さ れ て い る に し て も 、 例 え ば 、 そ れ ら 各 自 が 、 異
な る 速 度 で 形 成 さ れ る か 、 お よ び /ま た は 各 生 物 学 的 液 体 に お い て 個 々 の 安 定 性 （ 寿 命 ）
を 有 し て い る か 、 あ る い は 、 異 な る ク リ ア ラ ン ス 機 構 に 基 づ い て 、 お よ び /ま た は 、 異 な
る ク リ ア ラ ン ス 速 度 で 血 液 か ら 取 り 除 か れ る な ら ば 、 生 物 学 的 液 体 中 の 測 定 可 能 な 異 な る
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部 分 ペ プ チ ド お よ び フ ラ グ メ ン ト の 定 常 状 態 の 濃 度 は 非 常 に 異 な っ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 そ れ ゆ え 、 AMの 形 成 に 関 連 し て 、 AMお よ び PAMP以 外 に 、 他 の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト も pr
e-proAMの タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ セ シ ン グ に お い て 形 成 さ れ て い る は ず で あ ろ う こ と が 想 像
さ れ る こ と は 事 実 で あ る 。 し か し な が ら 、 た と え 、 こ の よ う な pre-proAMペ プ チ ド フ ラ グ
メ ン ト に 相 当 す る ペ プ チ ド 、 お よ び 、 こ れ を 測 定 す る た め の ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA
） が 研 究 目 的 で 市 販 （ 例 え ば 、 Phoenix Pharmaceuticals, Incか ら ） さ れ て い て も 、 科 学
論 文 に お い て は 、 現 在 ま で の と こ ろ 、 そ の よ う な 可 能 性 の あ る 更 な る フ ラ グ メ ン ト の 発 生
お よ び 安 定 性 に つ い て は 記 載 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 敗 血 症 に お け る プ ロ ホ ル モ ン プ ロ カ ル シ ト ニ ン の 存 在 と と も に 得 ら れ た 基 本 的 な 知 識 （
cf.　 例 え ば EP0656121B1） に 基 づ き 、 そ し て 、 通 常 観 察 さ れ な い 他 の プ ロ ホ ル モ ン が 敗 血
症 の 場 合 は 敗 血 症 の 患 者 の 血 液 に お い て 検 出 で き る か も し れ な い と い う 仮 説 か ら 開 始 し て
、 出 願 人 は 、 pre-proAMの ア ミ ノ 酸 45－ 92に 結 合 す る が 成 熟 AMの 配 列 に は 結 合 し な い 抗 体
を 用 い た 市 販 の RIAを 使 用 し て 、 敗 血 症 の 患 者 の 血 清 に お い て 、 プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン
を 検 出 す る た め の 調 査 実 験 を 行 っ た 。 そ の 結 果 （ WO 00/22439に 記 載 さ れ て い る ） に よ り
、 プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン と 仮 称 し た 分 析 物 が 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル の ヒ ト と 比 較 し て 増
加 す る こ と を 見 出 し た 。 し か し な が ら 、 測 定 し た 増 加 は 、 通 常 の 値 の 約 2倍 の 大 き さ で し
か な く 、 す な わ ち 、 相 対 的 に 小 さ か っ た 。 敗 血 症 の 場 合 に は 通 常 の 値 の 12倍 の 大 き さ に 増
加 し た AM値 が 報 告 さ れ て い る 論 文 を 考 慮 す れ ば 、 使 用 し た ア ッ セ イ で 測 定 し た proAMの 免
疫 反 応 性 と し て 、 通 常 の 値 の 約 2倍 の 増 加 で は 、 敗 血 症 の 診 断 に お い て 、 AMに 代 わ っ て 、
こ の 「 proAM免 疫 反 応 性 」 を 測 定 す る こ と は そ れ ほ ど 魅 力 が あ る も の で は な い よ う に 思 わ
れ る 。 プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン (22－ 185ま た は 22－ 146)を 実 際 に 記 載 の 実 験 で 測 定 す る の
か 、 あ る い は 、 記 載 の 方 法 で 測 定 し た プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン の 免 疫 反 応 性 が 患 者 に 生 じ
て い る 1つ の 敗 血 症 ま た は 多 く の 異 な る 敗 血 症 に 由 来 す る の か は 、 測 定 し た 知 見 に 基 づ い
て は 求 め る こ と が で き な っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 敗 血 症 診 断 の た め の 臨 床 的 に 使 用 で き る バ イ オ マ ー カ ー の た め の 総 括 的 な 研 究 お よ び 開
発 活 動 の 過 程 で 、 特 に 複 合 パ ラ メ ー タ ー 測 定 方 法 （ 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー の 同 時 測 定 ） に
よ っ て 、 良 好 な 敗 血 症 診 断 を 改 良 す る こ と が で き る と い う 目 的 を 考 慮 し 、 出 願 人 は 、 敗 血
症 で 増 加 す る AMの 測 定 ま た は 付 加 的 な 測 定 を 検 討 し た 。 し か し な が ら 、 観 察 さ れ た よ う に
、 そ れ ぞ れ 独 立 し た 研 究 活 動 の 制 限 を 越 え て 測 定 結 果 の 単 純 な 比 較 を 可 能 と す る 結 果 の 取
得 に よ る AMの 信 頼 で き る 測 定 は 、 直 接 に は 不 可 能 で あ っ た 。 大 部 分 の 研 究 活 動 の デ ー タ は
、 抗 体 の 共 通 の AM結 合 部 位 の た め の 標 識 し た マ ー カ ー ペ プ チ ド と AMと の 競 合 に 基 づ く RIA
を 用 い て 得 ら れ た 。 そ れ ぞ れ の RIAは 、 し ば し ば 別 個 に 開 発 さ れ 、 様 々 な 抗 体 お よ び ペ プ
チ ド が 使 用 さ れ 、 測 定 結 果 の 定 量 的 な 分 析 法 間 の 比 較 は 更 に 困 難 と な っ た （ cf. 例 え ば 10
） 。 更 に そ の 上 、 最 近 の 研 究 結 果 に よ れ ば 、 様 々 な 形 態 の AMが 存 在 し （ C末 端 グ リ シ ン 残
基 が 存 在 す る ま た は 存 在 し な い ） 、 こ れ ら は 異 な る 活 性 を 有 し て い る こ と が （ cf. (2)お
よ び 、 例 え ば (5)） 示 さ れ た 。 AM結 合 タ ン パ ク 質 の 発 見 （ cf. 11） に よ り 、 更 に 複 雑 な 状
況 が 引 き 起 こ さ れ た － グ リ シ ン 残 基 が 存 在 す る か ま た は 存 在 し な い か に よ っ て 、 あ る い は
、 AMと 結 合 タ ン パ ク 質 と の 複 合 体 が 存 在 す る か ま た は 存 在 し な い か に よ っ て 、 予 測 不 可 能
な 方 法 で そ れ ぞ れ の ア ッ セ イ に 応 じ て AMの 測 定 に 影 響 を 与 え か ね な い 。 こ れ ら の 状 況 は 、
通 常 の 研 究 に 適 し た AMの た め の 有 効 な イ ム ノ ア ッ セ イ に 関 し て 、 多 大 な 必 要 条 件 が 求 め ら
れ る ： こ の よ う な ア ッ セ イ の た め に は 、 結 合 タ ン パ ク 質 に よ っ て ふ さ が れ て い な い 、 こ れ
ら の AM領 域 に 結 合 す る 適 切 な 抗 体 が 、 も し こ の よ う な 領 域 が 存 在 す る な ら ば 見 つ け 出 す こ
と が 必 要 で あ る 。 も う 1つ の 方 法 と し て 、 AMか ら 結 合 タ ン パ ク 質 を 遊 離 さ せ て 分 離 す る た
め の 先 に 行 う 工 程 を （ こ の よ う な 工 程 の 、 AMの 安 定 性 お よ び /ま た は 得 ら れ た 測 定 値 に 対
す る 影 響 は 見 積 も る の が 難 し い が ） 、 実 施 す る 必 要 が あ る 。 完 全 な AMに 加 え て 、 異 な る AM
部 分 ペ プ チ ド が 生 理 的 に 見 出 さ れ 、 全 体 的 な 生 理 的 工 程 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い
る と 考 え ら れ る と い う 事 実 に よ り 、 有 効 な イ ム ノ ア ッ セ イ の 付 与 お よ び 文 献 で 見 ら れ る 測
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定 値 の 比 較 が 更 に 困 難 に な っ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 EP 0622458A2
【 特 許 文 献 ２ 】 EP 0656121B1
【 特 許 文 献 ３ 】 WO 00/22439
【 特 許 文 献 ４ 】 US-A-4822733
【 特 許 文 献 ５ 】 EP-B1-180492
【 特 許 文 献 ６ 】 EP-B1-539477
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 そ れ ゆ え 、 一 般 的 な 手 法 に 適 し て お り 、 AMの 直 接 的 な 測 定 の 前 記 妨 害 要 因 に 実 質 的 に 影
響 を 受 け ず 、 様 々 な 病 気 の 状 態 （ 特 に 、 敗 血 症 、 ま た は 、 増 加 し た AM値 が 観 察 さ れ る 他 の
病 気 の 状 態 ） に お い て AMお よ び /ま た は そ の 前 駆 体 の 生 理 的 産 生 の た め の 信 頼 性 あ る 値 を
求 め る こ と が で き る 有 効 な 方 法 を 供 給 す る こ と が 、 出 願 人 の 目 的 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に し た が っ て 、 AMま た は 現 在 ま で に 研 究 さ れ て い る 他 の pre-proAM部 分 ペ プ チ ド
の 代 わ り に 、 pre-proAMの ア ミ ノ 酸 42－ 95を 含 む 中 間 部 分 ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ： ３ ） を 、
診 断 目 的 の た め に 測 定 す る な ら ば 、 こ の 目 的 は 達 成 さ れ る 。 こ の 測 定 は 、 特 に 好 ま し く は
、 標 識 し た 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ア ッ セ イ を 使 用 し て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 請 求 項 １ は 、 本 発 明 の 主 要 部 を 表 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 有 用 で 、 現 在 の と こ ろ 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 下 位 請 求 項 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 様 々 な 病 気 の 状 態 （ 特 に 、 敗 血 症 だ け で な く 、 例 え ば 、 心 臓 病 、 高 血 圧 病 ま た は 癌 、 あ
る い は 、 増 加 し た AMレ ベ ル が 観 察 さ れ る 他 の 病 気 ） に お け る 、 AMの 形 成 ま た は そ の 前 駆 体
産 生 物 ま た は 副 産 物 を 確 実 に 測 定 す る ア ッ セ イ 方 法 を 供 給 す る 目 的 を 達 成 す る た め に 、 一
方 で 、 敗 血 症 の 間 に 増 し た 「 プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン の 免 疫 反 応 性 」 の 結 果 （ WO 00/2243
9に 記 載 さ れ て い る ） を 、 あ ま り 期 待 で き る 結 果 で な い に も か か わ ら ず 、 基 礎 と し て 用 い
た 。 一 方 、 様 々 な 新 規 の ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 敗 血 症 、 癌 お よ び 心 臓 病 の 患 者 の 血 清 の 測
定 を 用 い た 追 加 の 包 括 的 な 臨 床 研 究 を 行 っ た と こ ろ 、 驚 く べ き こ と に 、 実 質 的 に 改 良 さ れ
た 有 効 性 を 有 す る 測 定 値 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 行 っ た 実 験 お よ び こ れ ら の 実 験 の 最 も 重 要 な 結 果 は 、 図 面 を 参 照 に し な が ら 、 よ り 詳 細
に 以 下 に 説 明 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に 導 か れ る 発 明 に 関 連 し て 、 様 々 な 病 気 で 測 定 さ れ る ス ピ ー シ ー ズ の 特 性 に 関 す
る 問 題 点 、 ま た は 、 AM/proAM測 定 に 特 に 適 し た ス ピ ー シ ー ズ の 選 択 に 関 す る 問 題 点 は 、 主
要 な 重 要 事 項 で あ る 。 RIAは 、 基 本 的 に 、 こ の 問 題 点 に 関 す る 価 値 あ る 知 識 を も た ら す の
に あ ま り 適 し て お ら ず 、 そ の 上 、 様 々 な 理 由 で 、 RIAは 一 般 的 な 測 定 に 適 し た ア ッ セ イ を
供 給 す る 開 発 目 的 に は あ ま り 有 望 で な い と 思 わ れ る の で 、 最 初 に 新 規 の ア ッ セ イ （ 標 識 抗
体 を 使 用 す る こ と が で き る タ イ プ の イ ム ノ ア ッ セ イ ） を 開 発 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 敗 血 症 に お い て プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン の 免 疫 活 性 の 値 の 増 大 （ WO 00/22439に よ る 測
定 ） が 、 実 際 に 、 試 験 サ ン プ ル の プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン 濃 度 の 増 大 に 反 映 し て い る か ど
う か に 関 す る 疑 問 を 調 べ る に お い て 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 最 初 に 開 発 し た 。 こ の サ ン
ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 前 記 ア ッ セ イ デ ザ イ ン に 基 づ い て 、 AMを 認 識 す る こ と が で き ず AMを
含 ま な い pre-proAM部 分 ペ プ チ ド も 認 識 す る こ と が で き な い 点 で 、 実 質 的 に プ ロ ア ド レ ノ
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メ デ ュ リ ン （ 22－ 146ま た は 22－ 185） に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ で は 、 ペ プ チ ド （ 69－ 86： ペ プ チ ド レ ン ジ SPCD19； 配 列 番 号
： ４ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 ペ プ チ ド （ 129－ 147： C末 端 AMペ プ チ ド ） を 特 異 的 に 認
識 す る 2つ の 異 な る 抗 体 を 用 い た 。 使 用 し た 標 準 物 質 は 、 市 販 の 競 合 AMア ッ セ イ で キ ャ リ
ブ レ ー シ ョ ン し た 完 全 な リ コ ン ビ ナ ン ト プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン （ 22－ 185） で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 敗 血 症 の 患 者 の 血 清 お よ び 健 康 な 通 常 の ヒ ト の 血 清 の 測 定 に お い て は 、 こ の サ ン ド イ ッ
チ ア ッ セ イ を 用 い て も 、 約 40pg/mlの 検 出 限 界 よ り も 高 い 測 定 値 は 得 ら れ な か っ た （ 結 果
は 示 さ な い ） 。 こ れ ら の 知 見 か ら 、 敗 血 症 の 場 合 に 見 ら れ る 増 加 し た proAM免 疫 活 性 の 増
大 は 、 サ ン プ ル 中 の プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン ペ プ チ ド の 存 在 が 原 因 で な い と い う 結 論 に 達
す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 よ り 早 期 の 測 定 に お け る 比 較 的 に わ ず か に 増 加 し た （ 約 2倍 ） 「 proAM免 疫 活 性 測 定 値 」
が 正 し か っ た か ど う か 、 ま た は 、 用 い た 市 販 の RIAが 原 因 の 人 為 的 産 物 が こ れ ら の 測 定 に
お い て 何 ら か の 役 割 を 果 た し て い る か ど う か に 関 す る 疑 問 を 更 に 調 べ る た め に 、 い わ ゆ る
SPALTの 原 則 に 基 づ い た 更 な る ア ッ セ イ を 開 発 し た 。 こ の よ う な ア ッ セ イ に お い て は 、 分
析 物 （ 「 抗 原 (antigen)」 ＝ A） の た め の 固 相 に 結 合 し た （ 固 相 (solid phase)＝ SP） 競 合
物 と 分 析 物 と の 間 の 競 合 （ 反 応 液 に 存 在 す る 標 識 抗 体 が 認 識 す る 共 通 の 結 合 部 位 に お け る
競 合 ） を 利 用 す る 。 こ の よ う な 場 合 、 抗 体 は 、 発 光 ト レ ー サ ー （ luminescence tracer (L
T)、 cf.実 験 セ ク シ ョ ン ） で 標 識 し た 。 分 析 物 の 存 在 す な わ ち 、 サ ン プ ル 中 の 競 合 す る 結
合 パ ー ト ナ ー に よ る 抗 体 の 結 合 部 位 の 占 有 は 、 固 相 へ の 標 識 抗 体 の 結 合 の 減 少 と し て 明 ら
か で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 で 記 載 の SPALTア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 固 相 に 結 合 し た 競 合 物 は 、 固 相 結 合
ペ プ チ ド （ 69－ 86： ペ プ チ ド レ ン ジ SPCD19； 配 列 番 号 ： ４ ） で あ り 、 使 用 し た 抗 体 は 、 前
記 ペ プ チ ド に 対 し て 調 製 さ れ 、 前 記 ペ プ チ ド を 認 識 す る 標 識 抗 -SPCD19-ヒ ツ ジ 抗 体 （ ア フ
ィ ニ テ ィ 精 製 ； cf.実 験 セ ク シ ョ ン ） で あ っ た 。 用 い た 標 準 は 、 通 常 の ウ マ 血 清 の ペ プ チ
ド SPCD19の 希 釈 液 を 含 む 。 検 出 限 界 は 、 約 50pmol/lで あ っ た 。 こ の 測 定 に お い て 、 そ れ ぞ
れ の 場 合 、 100μ lの サ ン プ ル （ 標 準 ） お よ び 100μ lの ト レ ー サ ー を 、 SPCD19ペ プ チ ド で コ
ー ト し た Polysorbチ ュ ー ブ 内 で 4℃ で 、 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 出 願 人 の LUMItes
t（ 登 録 商 標 ） の 標 準 洗 浄 溶 液 1mlで 四 回 洗 浄 し 、 ル ミ ノ メ ー タ ー で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の SPALTア ッ セ イ に よ る 敗 血 症 の 測 定 に よ り 、 敗 血 症 患 者 と 健 康 な 通 常 の ヒ ト と の 間
の 劇 的 な 違 い が 見 ら れ た 。 約 1ng/mlの 検 出 限 界 に お い て 、 敗 血 症 の 患 者 の 血 清 で は 、 平 均
で 約 19000pg/mlの 値 を 示 し た 。 市 販 の RIA（ WO 00/22439） を 用 い た 予 備 実 験 で は わ ず か な
増 加 で あ っ た こ と か ら 、 敗 血 症 の 患 者 の 血 清 と 健 康 な ヒ ト の 血 清 と の 間 の 実 質 的 な 違 い は
、 大 変 驚 く べ き こ と で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 前 記 SPALTア ッ セ イ を 用 い る こ と に よ っ て 、 臨 床 用 の 測 定 に も 拡 張 で き た 。 こ の 拡 張 し
た 研 究 の 結 果 を 、 図 １ に グ ラ フ と し て 要 約 す る 。 図 １ の 説 明 を 参 照 せ よ 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 SPALTア ッ セ イ を 用 い た 前 記 の 肯 定 的 な 結 果 に よ り 、
(i)敗 血 症 の 血 清 で 求 め た 「 proAM免 疫 活 性 」 は 、 実 際 の プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン の 存 在 が
原 因 で は な い 、 し か し 、
(ii)pre-proAMの 中 間 断 片 に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 （ よ り 正 確 に は 配 列 番 号 ： ３ で 示 さ れ
る mid-proAM） を 有 す る 分 析 物 の 対 応 す る 測 定 が 、 敗 血 症 患 者 と 通 常 の ヒ ト を 区 別 す る の
に 明 確 に 適 し て い る 、
こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
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　 こ れ ら の 結 果 に 基 づ き 、 こ の 研 究 を 、 以 下 の 2つ の 方 向 へ と 拡 張 し た 。
１ ． 血 液 中 に 実 際 に 生 じ る pre-proAMの 種 類 を 同 定 し 、 場 合 に よ っ て は 、 一 般 的 な 方 法 の
た め の バ イ オ マ ー カ ー と し て の 適 用 性 に 関 し て 研 究 す る 。
２ ． 同 時 に 、 こ れ ら の 物 質 の 測 定 が 、 診 断 的 に 有 用 な 測 定 結 果 を も た ら す 程 度 を 更 に 研 究
す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 そ の 結 果 を 、 実 験 セ ク シ ョ ン を 参 考 に 、 以 下 に よ り 詳 細 に 記 載 す る 。 そ れ ら は 、 以 下 の
よ う に 要 約 す る こ と が で き る 。
１ ． pre-proAMの ア ミ ノ 酸 45－ 92（ 配 列 番 号 ： ３ ） を 含 む ペ プ チ ド 、 ま た は こ の ア ミ ノ 酸
か ら な る ペ プ チ ド （ こ の 出 願 人 に よ っ て mid-proAMと 命 名 さ れ た ペ プ チ ド ） は 、 血 液 （ 血
清 、 血 漿 ） に お い て 有 意 に 増 加 し た 濃 度 で 存 在 し 、 そ れ は 良 好 な 再 現 性 を 有 し て い た 。
２ ． こ の mid-proAMを 特 異 的 に 測 定 す る ア ッ セ イ を 用 い て 患 者 の 血 清 を 測 定 す る こ と に よ
り 、 敗 血 症 の 患 者 と 通 常 の ヒ ト と の 間 を 明 瞭 に 区 別 で き る だ け で な く 、 － 臨 床 的 な 知 見 と
組 み 合 わ せ て － AMの 増 加 と 関 連 す る 他 の 病 気 （ 特 に 心 臓 病 お よ び 癌 ） も 検 出 で き る 測 定 結
果 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 そ れ ゆ え 、 こ の 方 法 は 、 特 に 、 患 者 の 血 液 中 の （ 特 に 血 漿 サ ン プ ル を 用 い た ） mid-proA
Mの 測 定 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 の あ る 一 般 的 な 側 面 も 以 下 に よ り 詳 細 に 説 明 す る 。 そ し て 、
更 に 選 択 し た 実 験 結 果 を よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 実 際 の 実 施 の た め に は 、 標 識 抗 体 を 使 用 す る ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト が 好 ま し い
。 例 え ば 、 前 記 し た 競 合 的 な SPALTの 原 則 に 従 っ て 行 う ア ッ セ イ （ し か し な が ら 、 他 の 標
識 、 例 え ば SPARTア ッ セ イ の 形 態 に お け る 放 射 性 標 識 も 使 用 す る こ と が で き る ） で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 し か し な が ら 、 非 競 合 の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 更 に よ り 広 範 囲 な 研 究 の た め
に 使 用 さ れ る 、 以 下 に よ り 詳 細 に 記 載 す る タ イ プ の ア ッ セ イ が 、 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ と 比 較 し て 、 非 競 合 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ （ 2サ イ ド イ ム ノ ア ッ セ
イ ） は 、 固 相 ア ッ セ イ （ ヘ テ ロ ジ ニ ア ス ・ ア ッ セ イ ） よ り も 良 好 に デ ザ イ ン す る こ と が で
き 、 ハ ン ド リ ン グ の 点 で よ り 丈 夫 に す る こ と が で き 、 よ り 高 感 度 の 測 定 結 果 を 得 る こ と が
で き 、 オ ー ト マ チ ッ ク 化 お よ び 連 続 測 定 に よ り 適 し て い る と い う 事 項 を 含 む 多 く の 利 点 を
有 す る 。 更 に そ の 上 、 非 競 合 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 1つ の タ イ プ の 抗 体 し か 用 い な い
競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ と 比 較 し て 、 更 な る 情 報 も 得 る こ と が で き る 。 そ れ は 、 サ ン ド イ ッ チ
イ ム ノ ア ッ セ イ が 認 識 す る の は 、 サ ン ド イ ッ チ 形 成 の た め に 用 い た 複 数 の 抗 体 の 結 合 部 位
が 、 同 じ 分 子 上 に 存 在 す る 分 子 ま た は ペ プ チ ド だ け で あ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 抗 体 は 、 基 本 的 に 、 任 意 の 適 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び /ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と
す る こ と が で き る が 、 今 の と こ ろ 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 好 ま し い
。 特 に 好 ま し く は 、 一 方 の 抗 体 が 、 pre-proAMの ア ミ ノ 酸 69－ 86お よ び N末 端 に 付 加 的 な シ
ス テ イ ン 残 基 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ４ ） を 含 む 抗 原 で 、 動 物 （ 特 に ヒ ツ
ジ ） を 免 疫 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 従 っ て 、 他 方 の 抗 体 は 、 例 え ば 、 N末 端 に 付 加 的
な シ ス テ イ ン 残 基 を 有 す る pre-proAMの ア ミ ノ 酸 83－ 94（ ペ プ チ ド レ ン ジ PSR13； 配 列 番 号
： ５ ） を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 抗 原 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 proAM配 列 の 中
間 領 域 の 連 続 断 片 を カ バ ー し て い る 前 記 合 成 ペ プ チ ド を 用 い て 得 ら れ た 抗 体 は 、 前 記 mid-
proAM（ ア ミ ノ 酸 45－ 92） の 領 域 中 の 結 合 部 位 し か 、 よ り 正 確 に は 、 pre-proAMの ア ミ ノ 酸
60－ 92の 領 域 中 の 結 合 部 位 し か 認 識 し な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 こ の 方 法 は 、 一 方 の 抗 体 が 、 任 意 の 望 む 固 相 上 、 例 え ば
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コ ー ト し た テ ス ト チ ュ ー ブ （ 例 え ば ポ リ ス チ レ ン の チ ュ ー ブ ； 「 Coated Tubes； CT」 ） ま
た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ 例 え ば ポ リ ス チ レ ン の プ レ ー ト ） の 壁 、 も し く は 粒 子 上
（ 例 え ば マ グ ネ テ ィ ッ ク 粒 子 ） に 固 定 さ れ 、 対 し て 、 他 方 の 抗 体 が 、 直 接 検 出 可 能 な 標 識
を 有 す る 残 基 、 ま た は 、 選 択 的 に 標 識 に 結 合 し て 形 成 さ れ た サ ン ド イ ッ チ 構 造 を 検 出 す る
こ と が で き る 残 基 を 有 す る よ う な 、 ヘ テ ロ ジ ニ ア ス ・ サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ と し て
実 施 さ れ る 。 適 し た 固 相 を 用 い た 、 遅 れ て そ の 後 に 行 う 固 定 化 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 基 本 的 に 、 記 載 し た タ イ プ の ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ る 全 て の 標 識 手 法 を 使 用 す る こ
と が で き る 。 こ の 手 法 は 、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 、 蛍 光 、 化 学 発 光 ま た は 生 物 発 光 標 識 、 お
よ び 、 い わ ゆ る ポ イ ン ト ・ オ ブ ・ ケ ア （ POC） ま た は ク イ ッ ク テ ス ト の た め に 用 い ら れ る
、 直 接 的 に 任 意 に 検 出 可 能 な 色 素 標 識 （ 例 え ば 金 原 子 お よ び 色 素 粒 子 ） を 含 む 。 ヘ テ ロ ジ
ニ ア ス ・ サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ の 場 合 、 2つ の 抗 体 は 、 ホ モ ジ ニ ア ス ・ ア ッ セ イ に
関 す る 以 下 に 記 載 の タ イ プ の 検 出 シ ス テ ム の パ ー ツ を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 そ れ ゆ え 、 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 に よ る 方 法 の ク イ ッ ク テ ス ト と し て の 企 図 に 関 す る
。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 更 に そ の 上 、 2つ の 抗 体 お よ び 検 出 さ れ る べ き mid-proAMか ら 形 成 さ れ
る サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 が 、 液 相 に 存 在 し 続 け る よ う な ホ モ ジ ニ ア ス な 方 法 と し て デ ザ イ ン
さ れ る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 両 方 の 抗 体 が 1つ の サ ン ド イ ッ チ と し て 一 体 化 し た 場 合
に 、 シ グ ナ ル 産 生 ま た は シ グ ナ ル 誘 導 を 導 く こ と が で き る 検 出 シ ス テ ム の パ ー ツ で 、 両 方
の 抗 体 を 標 識 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 方 法 は 、 特 に 、 蛍 光 増 幅 ま た は 蛍 光 消 光 検
出 方 法 と し て デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の 特 に 好 ま し い 方 法 は 、 例 え ば 、 US
-A-4822733、 EP-B1-180492ま た は EP-B1-539477お よ び こ れ ら に 引 用 さ れ て い る 周 知 技 術 に
記 載 さ れ て い る よ う な 、 ペ ア を 組 ん で 使 用 さ れ る 検 出 試 薬 の 使 用 に 関 す る 。 こ れ ら の 試 薬
に よ っ て 、 1つ の 免 疫 複 合 体 中 に 両 方 の 標 識 さ れ た 構 成 要 素 を 含 ん で い る 反 応 産 生 物 の み
を 、 反 応 混 合 液 中 か ら 直 接 、 選 択 的 に 検 出 す る 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 前 記 出
願 の 方 法 を 使 用 し て い る TRACE（ 登 録 商 標 ） （ Time Resolved Amplified Cryptate emissi
on） お よ び KRYPTOR（ 登 録 商 標 ） に よ っ て 提 供 さ れ る 方 法 を 参 照 せ よ 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 に よ っ て 、 mid-proAM（ 配 列 番 号 ： ３ ） の 検 出 に よ っ て 、 非 常
に 有 意 な 測 定 結 果 が 得 ら れ る こ と を 見 出 し た 。 以 下 に 示 す よ う に 、 こ の 言 質 は 、 敗 血 症 の
診 断 だ け で な く 、 心 臓 病 の 診 断 お よ び 癌 診 断 に も 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 測 定 方 法 は 、 特 に 、 い わ ゆ る 複 合 パ ラ メ ー タ ー 診 断 の 過 程 で の 、 特 に 心 臓
病 診 断 の 領 域 お よ び 癌 診 断 の 領 域 に お け る 実 施 に も 有 用 で あ る こ と が で き る と 想 定 さ れ る
。 さ ら に 、 測 定 さ れ る パ ラ メ ー タ ー は 、 例 え ば 、 心 臓 病 の パ ラ メ ー タ ー ANP、 BNP、 proANP
ま た は proBNP、 も し く は 例 え ば 抗 ガ ン グ リ オ シ ド 抗 体 、 タ ン パ ク 質 プ ロ カ ル シ ト ニ ン 、 CA
125、 CA19-9、 S100B、 S100Aタ ン パ ク 質 、 LASP-1、 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン フ ラ グ メ ン ト 、
特 に CYFRA21、 TPSお よ び /ま た は 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン -1フ ラ グ メ ン ト (sCY1F)、 ペ プ チ ド
イ ン フ ラ ミ ン お よ び CHP、 他 の ペ プ チ ド プ ロ ホ ル モ ン 、 グ リ シ ン -N-ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ （ GNAT） 、 カ ル バ モ イ ル ホ ス フ ェ ー ト シ ン タ ー ゼ 1（ CPS1） お よ び C-反 応 性 タ ン パ ク
質 （ CRP） ま た は こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 敗 血 症 の パ ラ メ ー タ ー
で あ る 。 前 記 複 合 パ ラ メ ー タ ー の 場 合 、 複 数 の パ ラ メ ー タ ー の 測 定 結 果 を 同 時 に ま た は 並
行 し て 測 定 し 、 例 え ば 、 臨 床 的 に 有 意 な パ ラ メ ー タ ー の 相 関 関 係 を 利 用 す る コ ン ピ ュ ー タ
ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 そ れ ら を 評 価 す る こ と が 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 好 ま し い ア ッ セ イ の 構 成 要 素 の 調 製 、 サ ン ド イ ッ チ タ イ プ の ア ッ セ イ の 好 ま し い 実 施 態
様 の 方 法 、 な ら び に 、 こ の よ う な ア ッ セ イ を 用 い て 得 ら れ る コ ン ト ロ ー ル の ヒ ト お よ び 敗
血 症 の 患 者 、 心 臓 病 の 患 者 お よ び 癌 患 者 の EDTA血 漿 中 の mid-proAMの 測 定 結 果 を 記 載 す る
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こ と に よ っ て 、 本 発 明 を 以 下 に よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 更 に そ の 上 、 実 際 に 測 定 し た 血 液 中 に 存 在 す る proAM部 分 ペ プ チ ド の 同 定 を 記 載 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
（ 実 験 セ ク シ ョ ン ）
（ 対 象 と 方 法 ）
〈 １ ． ペ プ チ ド 合 成 〉
　 既 知 の ヒ ト の プ レ プ ロ ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン （ 配 列 番 号 ： １ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 、 第 一
の 範 囲 （ Pos. 69－ 86： ペ プ チ ド レ ン ジ SPCD19； 配 列 番 号 ： ４ ） お よ び 第 二 の 範 囲 （ Pos. 
83－ 94： ペ プ チ ド レ ン ジ PSR13； 配 列 番 号 ： ５ ） を 選 択 し た 。 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て N-
末 端 に シ ス テ イ ン 残 基 を 付 け 足 し て 、 両 方 の 範 囲 を 可 溶 性 ペ プ チ ド と し て 標 準 的 な 方 法 に
よ っ て 化 学 的 に 合 成 し 、 精 製 し 、 質 量 分 析 お よ び 逆 相 HPLCを 用 い て 品 質 管 理 を 行 っ て 、 一
定 分 量 で 凍 結 乾 燥 し た （ JERINI AG, Berlin, Germany） 。 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は ：
ペ プ チ ド SPCD19： CRPQDMKGASRSPEDSSPD（ 配 列 番 号 ： ４ ）
ペ プ チ ド PSR13： CSSPDAARI RVKR（ 配 列 番 号 ： ５ ）
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 加 え て 、 完 全 な mid-proAM（ Pos. 45－ 92； 配 列 番 号 ： ３ ） を 、 標 準 と し て 合 成 し た ：
ELRMSSSYPTGLADVKAGPAQTLIRPQDMKGASRSPEDSSPDAARIRV(配 列 番 号 ： ３ )。
【 ０ ０ ４ ７ 】
〈 ２ ． コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 お よ び 免 疫 〉
　 前 記 ペ プ チ ド SPCD19お よ び PSR13を 、 MBS（ m-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク
シ ン イ ミ ド エ ス テ ル ） を 用 い て 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 KLH（ ス カ シ 貝 ヘ モ シ ア ニ ン ； keyho
le limpet hemocyanin） に 結 合 さ せ た （ cf. PIERCE, Rockford, IL, USAの 取 扱 説 明 書 「 N
IH ester maleimide crosslinkers」 を 使 用 ） 。 こ れ ら の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 、 ヒ ツ
ジ を 以 下 の ス キ ー ム に 従 っ て 免 疫 し た ： そ れ ぞ れ の ヒ ツ ジ に 、 最 初 に 100μ gの コ ン ジ ュ ゲ
ー ト （ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ペ プ チ ド 画 分 に 基 づ く 質 量 デ ー タ ） を 与 え 、 そ の 後 、 4週 間 間 隔
で 、 そ れ ぞ れ 50μ gの コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ペ プ チ ド 画 分 に 基 づ く 質 量 デ ー
タ ） を 与 え た 。 免 疫 を 開 始 し て か ら 4ヶ 月 か ら 、 700mlの 血 液 を 、 4週 間 間 隔 で ヒ ツ ジ か ら
取 り 出 し 、 遠 心 す る こ と に よ り 血 液 か ら 抗 血 清 を 得 た 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 、 免 疫 及 び
抗 血 清 の 取 得 は 、 Micropharm, Carmarthenshire, UKに よ っ て 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
〈 ３ ． 抗 体 の 精 製 〉
　 1つ の 工 程 の 方 法 に お い て 、 免 疫 後 4ヶ 月 し て 得 ら れ た 抗 血 清 か ら 、 ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体
を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の 目 的 の た め 、 最 初 に 、 前 記 の ペ プ チ ド SPCD19お よ び PSR13を 、 SulfoLink Gelに 結 合
さ せ た （ cf.製 品 の 取 扱 説 明 書 PIERCE, Rockford, IL, USAの 「 SulfoLink Kit」 ） 。 そ れ
ぞ れ の 場 合 に お い て 、 結 合 の た め に 、 ゲ ル 5ml当 り 5mgの ペ プ チ ド を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 両 方 の ペ プ チ ド に 対 す る ヒ ツ ジ の 特 異 的 な 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 は 、 以 下 の 方 法 で 行
っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ペ プ チ ド カ ラ ム を 、 最 初 に 、 交 互 に 3回 、 10mlの 溶 出 バ ッ フ ァ ー （ 50mMク エ ン 酸 、 pH2.2
） お よ び 結 合 バ ッ フ ァ ー (100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ Tween、 pH6.8)を 用 い て 洗 浄 し た
。 100mlの ヒ ツ ジ 抗 血 清 を 、 0.2μ mフ ィ ル タ ー に 通 し 、 カ ラ ム 物 質 と 混 合 し た 。 こ の 目 的
の た め 、 ゲ ル は 、 10mlの 結 合 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 定 量 的 に リ ン ス し て お い た 。 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン は 、 一 晩 室 温 で 攪 拌 し な が ら 行 っ た 。 そ の 後 、 そ の バ ッ チ を 、 定 量 的 に 空 の カ ラ
ム (NAP 25, Pharmacia, emptied)へ と 移 し た 。 流 れ 出 し た 物 質 は 捨 て た 。 そ の 後 、 タ ン パ
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ク 質 を 含 ま な い 250mlの 結 合 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 洗 浄 し た （ 洗 浄 の 際 の 溶 出 液 の タ ン パ ク
質 含 量 は 、 0.02よ り 小 さ い 280nmの 吸 光 度 を 示 し た ） 。 溶 出 バ ッ フ ァ ー を 洗 浄 し た カ ラ ム
に 加 え て 、 1mlフ ラ ク シ ョ ン を 集 め た 。 各 フ ラ ク シ ョ ン の タ ン パ ク 質 含 量 は 、 BCA方 法 に よ
っ て 求 め た (cf. PIERCE, Rockford, IL, USAの 取 扱 説 明 書 ) 。 タ ン パ ク 質 の 濃 度 が 0.8mg/
mlよ り 多 い フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し た 。 BCA方 法 を 用 い て プ ー ル し た タ ン パ ク 質 を 求 め た
と こ ろ 、 抗 -SPCD19抗 体 （ ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ； ポ リ ク ロ ー ナ ル ） と し て は 49mgの 収 率 お よ
び 抗 -SPR13抗 体 （ ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ； ポ リ ク ロ ー ナ ル ） と し て は 60mgの 収 率 で 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
<４ ． 標 識 >
　 取 扱 説 明 書 に 従 っ て 、 500μ lの 精 製 し た 抗 -SPCD19抗 体 （ 前 記 を 参 照 ） を 、 1mlの 100mM
リ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH8.0)中 で 再 緩 衝 化 し た 。 抗 体 溶 液 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 求 め
た と こ ろ 、 1.5mg/mlの 値 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 化 学 発 光 マ ー カ ー を 結 合 さ せ た 抗 体 を 供 給 す る た め に 、 10μ lの MA70ア ク リ ジ ニ ウ ム NHS
エ ス テ ル (1mg/ml;HOECHST Behring)を 67μ lの 抗 体 溶 液 に 加 え て 、 15分 間 室 温 で イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 423μ lの 1Mグ リ シ ン を 加 え て 、 更 に 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 更
に そ の 後 、 取 扱 説 明 書 に 従 っ て 、 標 識 反 応 を 行 っ た バ ッ チ を 、 移 動 相 A（ 50mMリ ン 酸 カ リ
ウ ム 、 100mM NaCl、 pH7.4） を 用 い て 、 NAP-5ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ Pharmacia） に 供 し 、 低 分
子 量 成 分 を 除 い た 。 抗 体 に 結 合 し な か っ た 標 識 成 分 の 最 終 的 な 成 分 を 取 り 除 く た め に 、 ゲ
ル ろ 過 HPLCを 行 っ た （ カ ラ ム ： Waters Protein Pak SW300） 。 サ ン プ ル を ア プ ラ イ し 、 移
動 相 Aを 用 い て 、 流 速 1ml/minで ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 フ ロ ー フ ォ ト メ ー タ ー を 用
い て 、 連 続 的 に 、 280nm及 び 368nmの 波 長 を 測 定 し た 。 抗 体 の 標 識 さ れ た 程 度 と し て の 368n
m/280nmの 吸 光 度 比 は 、 ピ ー ク で 0.10で あ っ た 。 抗 体 を 含 む モ ノ マ ー フ ラ ク シ ョ ン （ リ テ
ン シ ョ ン タ イ ム ： 8－ 10分 ） を 集 め 、 3mlの 100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 150mM NaCl、 5％ ウ シ
血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.1％ ア ザ イ ド 、 pH7.4中 に 加 え た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 標 識 し た 抗 体 を 、 以 下 に よ り 詳 細 に 示 す よ う に 、 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ の 一 方 に
使 用 し 、 も う 一 方 を 既 に 記 載 し た SPALTア ッ セ イ に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
<５ ． カ ッ プ リ ン グ >
　 本 発 明 に よ る サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ の 固 相 の 調 製 の た め に 、 照 射 殺 菌 5mlポ リ ス
チ レ ン チ ュ ー ブ (Greiner)を 、 以 下 の よ う に 、 精 製 し た 抗 -PSR13抗 体 で コ ー ト し た ：
抗 体 を 、 50mM Tris、 100mM NaCl、 pH7.8で 希 釈 し 、 濃 度 を 6.6μ g/mlと し た 。 300μ lの こ
の 溶 液 を 、 そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し た 。 そ の 後 、 チ ュ ー ブ を 20時 間 、 22℃
で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 溶 液 を 吸 引 し て 除 去 し た 。 そ の 後 、 そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ を 4.2ml
の 10mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 2％ Karion FP、 0.3％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 pH6.5で 満 た し た 。
20時 間 後 、 溶 液 を 吸 引 し て 除 去 し た 。 最 後 に 、 チ ュ ー ブ を 、 真 空 乾 燥 機 内 で 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 記 載 し た 標 識 お よ び 固 定 化 方 法 は 、 ま た 、 他 の 抗 体 で も 実 質 的 に 同 じ よ う に 行 い 、 「 イ
ン バ ー ス 」 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 得 た 。 こ の よ う な 「 イ ン バ ー ス 」 標 識 /固 定 イ ム ノ ア
ッ セ イ を 用 い て 以 下 の よ う に 同 じ よ う に 行 っ た 測 定 で は 、 実 質 的 に 同 一 の 結 果 が 得 ら れ 、
そ れ ゆ え 、 更 に 記 載 し な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
<６ ． サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ の 実 施 お よ び そ の 評 価 >
　 以 下 の 組 成 を 有 す る ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー を 測 定 に 用 い た ：
100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 150mM NaCl、 5％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.1％ 非 特 異 的 ヒ ツ ジ IgG
、 0.1％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.4。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 用 い た 標 準 物 質 は 、 化 学 的 に 合 成 し た mid-proAM（ 配 列 番 号 ： ３ ） で あ っ た 。 こ の ペ プ
チ ド を 連 続 し て 標 準 ウ マ 血 清 （ SIGMA） を 用 い て 希 釈 し た 。 こ の よ う に 調 製 し た 標 準 を ペ
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プ チ ド の サ ン プ ル 重 量 の 濃 度 と し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 明 ら か に 健 康 な ヒ ト の EDTA血 漿 、 敗 血 症 の 患 者 の EDTA血 漿 お よ び 心 臓 病 の 患 者 の EDTA血
漿 お よ び 癌 患 者 の EDTA血 漿 を 、 サ ン プ ル と し て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 10μ lの 標 準 ま た は サ ン プ ル お よ び 200μ lの ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー （ 1ミ リ オ ン RPU（ relat
ive light units： 相 対 発 光 量 ） の MA70標 識 抗 -SPCD19抗 体 を 含 む ） を 、 テ ス ト チ ュ ー ブ へ
と ピ ペ ッ テ ィ ン グ し た 。 2時 間 22℃ で 攪 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 チ ュ ー
ブ 当 た り 1mlの 洗 浄 溶 液 （ 0.1％  Tween20） で 4回 洗 浄 し 、 洗 浄 液 を 除 去 し 、 チ ュ ー ブ に 結
合 し た 化 学 発 光 を ル ミ ノ メ ー タ ー (BERTHOLD, LB952T;base reagents from BRAHMS AG)で
測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 MultiCalc(spline fit)ソ フ ト フ ェ ア を 用 い て 、 サ ン プ ル の 中 間 領 域 プ ロ ア ド レ ノ メ デ
ュ リ ン 濃 度 を 、 標 準 曲 線 か ら 求 め た 。 結 果 を 図 ２ に グ ラ フ で 要 約 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
<７ ． SPALTイ ム ノ ア ッ セ イ の 実 施 お よ び そ の 評 価 >
　 SPALTで 使 用 す る 固 相 に 結 合 し た 競 合 物 は 、 固 相 に 結 合 し た ペ プ チ ド SPCD19（ ペ プ チ ド
レ ン ジ 69－ 86； 配 列 番 号 ： ４ ） で あ っ た 。 こ の ペ プ チ ド は Polysorbチ ュ ー ブ の 壁 に 結 合 し
て い る 。 用 い た 抗 体 は 、 前 記 1.か ら 4.の 記 載 で 得 ら れ た 標 識 抗 -SPCD19ヒ ツ ジ 抗 体 （ ア フ
ィ ニ テ ィ 精 製 ） で あ っ た 。 標 準 ウ マ 血 清 中 で の ペ プ チ ド SPCD19の 希 釈 液 を 標 準 と し て 用 い
た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 測 定 に お い て は 、 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て 、 100μ lの サ ン プ ル （ ま た は 標 準 ） お よ び 10
0μ lの ト レ ー サ ー を 、 一 晩 4℃ で 、 SPCD19ペ プ チ ド で コ ー ト し た Polysorbチ ュ ー ブ 中 で イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 出 願 人 の LUMItest（ 登 録 商 標 ） の 標 準 洗 浄 溶 液 1mlで 4回 洗 浄 し
た 。 そ の 後 、 ル ミ ノ メ ー タ ー で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ の ア ッ セ イ を 用 い て 得 ら れ た 測 定 結 果 を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
<８ ． 前 記 し た ア ッ セ イ で 測 定 し た 分 析 物 の 同 定 >
　 前 記 し た ア ッ セ イ で 使 用 し た 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 分 析 物 の た め に 、 3つ の 個 々 の 敗
血 症 の 血 漿 を 、 C18逆 相 HPLCを 用 い て ア セ ト ニ ト リ ル の リ ニ ア な グ ラ ジ エ ン ト に よ っ て 溶
出 さ せ る こ と に よ っ て 、 分 析 的 に 直 接 フ ラ ク シ ョ ン に 分 け た 。 1mlの フ ラ ク シ ョ ン を 集 め
て 、 乾 燥 さ せ た 。 フ ラ ク シ ョ ン を ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー 中 に 加 え 、 そ れ ぞ れ の フ ラ ク シ ョ ン
の SPCD19免 疫 活 性 を 求 め た 。 こ の 目 的 の た め に 、 抗 -SPCD19抗 体 （ cf. 3.） を Polysorbチ
ュ ー ブ の 壁 上 に 固 定 し 、 サ ン プ ル （ フ ラ ク シ ョ ン ） お よ び 発 光 標 識 SPCD19の 抗 体 に 対 す る
競 合 を 求 め た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ の よ う な 分 析 に よ り 、 全 て の 敗 血 症 の サ ン プ ル に お い て 、 最 も 大 き な 免 疫 活 性 は 同 じ
フ ラ ク シ ョ ン （ フ ラ ク シ ョ ン 22） に 見 ら れ る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 測 定 し た 分 析 物 の 更 な る 同 定 の た め に 、 7つ の 敗 血 症 血 清 を 約 3mlず つ プ ー ル し た （ 最 終
的 な 容 量 ： 22ml） 。 抗 -SPCD19抗 体 を 結 合 さ せ た Carbolinkカ ラ ム を 用 い て 、 プ ー ル し た 血
清 を ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に 供 し 、 酸 溶 出 液 を 、 前 記 の よ う に 、 C18逆 相 HPLCを 用 い て フ ラ ク
シ ョ ン に 分 け た 。 フ ラ ク シ ョ ン 22を 乾 燥 さ せ て 、 質 量 分 析 に よ っ て 調 べ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 直 接 質 量 分 析 に よ っ て 、 約 5146ダ ル ト ン の 値 が 、 単 離 し た 分 析 物 の 分 子 量 と し て 求 ま っ
た 。 こ の 値 は 、 ア ミ ノ 酸 部 位 45－ 92に 対 応 す る proAMフ ラ グ メ ン ト 、 す な わ ち mid-proAMの
分 子 量 に 対 応 す る （ 理 論 値 は 5146.72ダ ル ト ン で あ り 、 存 在 す る 2つ の メ チ オ ニ ン 残 基 が 酸
化 さ れ て い る と 考 え ら れ る ） 。

10

20

30

40

50

(12) JP 2006-523302 A 2006.10.12



【 ０ ０ ６ ９ 】
　 単 離 し た フ ラ ク シ ョ ン 22の ト リ プ シ ン 分 解 物 の MALDI-TOF分 析 に よ っ て 、 と り わ け 、 pre
-proAMの ア ミ ノ 酸 部 部 位 79－ 89、 75－ 89、 61－ 74お よ び 61－ 78に 対 応 す る ペ プ チ ド フ ラ グ
メ ン ト が 、 モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク 質 量 （ M+H + ） と し て 同 定 さ れ た 。 分 子 量 デ ー タ お よ び ト リ
プ シ ン 分 解 物 の 質 量 分 析 に よ っ て 、 単 離 し た フ ラ ク シ ョ ン 中 に 存 在 す る ペ プ チ ド が mid-pr
oAM(45－ 92)と し て 示 さ れ る ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ： ３ ） で あ る こ と が 証 明 さ れ た 。 こ の 形
成 は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ 、 プ ロ ホ ル モ ン 転 換 酵 素 （ 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 の 間 を 切 断 ） な ら
び に ア ミ ノ -お よ び カ ル ボ キ シ -ペ プ チ ダ ー ゼ （ 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 の 切 除 ） に よ る 、 元 の pre-
proAM翻 訳 産 物 の タ ン パ ク 質 プ ロ セ シ ン グ に よ っ て 説 明 す る こ と が で き る （ cf. (20)の プ
ロ カ ル シ ト ニ ン 分 解 の 類 似 の ス キ ー ム ） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
<９ ． 安 定 性 の 研 究 >
　 サ ン プ ル ま た は 測 定 溶 液 中 の mid-proAMの 不 十 分 な 安 定 性 の た め に 、 mid-proAMの 測 定 に
お い て 問 題 が 生 じ る と い う 疑 問 を 説 明 す る た め に 、 20の 敗 血 症 の 血 清 を 、 そ れ ぞ れ 、 調 製
直 後 の 状 態 で 、 お よ び 、 室 温 で 3日 間 保 存 後 に 測 定 し た 。 結 果 を 以 下 の 表 に 要 約 す る 。 こ
の 結 果 に よ り 、 免 疫 活 性 が 、 3日 間 の 保 存 後 で 変 化 し な い こ と が 示 さ れ た 。 こ の こ と か ら
、 mid-proAMの 安 定 性 が 、 診 断 を 行 う と い う 側 面 に お い て 、 大 き な 利 点 を 有 し て い る こ と
が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ま と め る と 、 例 え ば SPCD19抗 体 を 用 い た 、 mid-proAMの 測 定 は 、 例 え ば AMの 測 定 に お い
て 多 く の 利 点 を 有 す る ：
mid-proAMの 測 定 は 、 結 合 タ ン パ ク 質 の 存 在 、 断 片 化 の 存 在 、 お よ び 弱 い 濃 度 動 態 の 存 在
と い う 任 意 の 既 知 の 制 限 を 受 け る こ と は な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 更 に そ の 上 、 分 析 物 mid-proAMは 、 良 好 な 安 定 性 を 有 し て い る 、 す な わ ち 、 室 温 で の 保
存 の 間 に ほ と ん ど 免 疫 活 性 を 失 わ な い 。 こ れ は 、 診 断 の 一 般 的 測 定 に お け る 大 き な 実 際 的
な 利 点 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 極 め て 有 利 な 動 態 が 観 察 さ れ 、 こ の こ と は 敗 血 症 に 特 異 的 で あ る 想 定 さ れ る わ け で は な
い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 そ れ ゆ え 、 mid-proAMの 測 定 が 、 一 般 的 に 、 AM濃 度 の 増 加 を 表 す 全 て の 臨 床 診 断 に 有 用
性 を 有 し て い る と 考 え ら れ る 。 現 在 、 敗 血 症 、 心 臓 病 お よ び 癌 の 診 断 に お け る 測 定 が 、 特
に 有 用 で あ る こ と が 明 ら か で あ る
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 敗 血 症 の 患 者 の 110の 血 清 の 測 定 結 果 、 お よ び 、 多 発 外 傷 の 患 者 の 20の
血 清 と 比 較 し た 、 109人 の 健 康 な 通 常 の ヒ ト の 血 清 中 の mid-proAMの 測 定 結 果 を 示 す 。 全 て
の 測 定 は 、 よ り 詳 細 に 実 施 例 で 記 載 す る よ う に 、 SPALTア ッ セ イ 方 法 に よ っ て 行 っ た 。 プ
ロ カ ル シ ト ニ ン お よ び 他 の 炎 症 性 マ ー カ ー と 対 照 的 に 、 敗 血 症 の 患 者 の 値 だ け が 増 加 し （
健 康 な ヒ ト の 値 33 pmol/lと 比 較 し て 、 約 550 pmol/lお よ び 550 fmo/lと い う 高 い 濃 度 ） 、
多 発 性 外 傷 の 患 者 の 値 は 増 加 し な い こ と は 注 目 に 値 す る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 よ り 詳 細 に 実 施 例 で 記 載 す る サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 使 用 し た 、 274人
の 健 康 な 通 常 の ヒ ト 、 267人 の 敗 血 症 の 患 者 、 20人 の 心 臓 病 の 患 者 お よ び 49人 の 癌 患 者 の
血 清 中 の mid-proAMの 測 定 結 果 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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摘要(译)

一种测定生物体液中肾上腺髓质素免疫反应性的方法，用于诊断目的，
特别是用于诊断败血症，心脏病和癌症，其中完整的前肾上腺髓质素原
（pre-proAM;包含氨基酸（45-92）的原肾上腺髓质素（mid-proAM; 
SEQ ID NO：1）的中间区域部分肽，SEQ ID NO：3），特别是通过用
至少一种特异性识别中间proAM序列的标记抗体进行的免疫测定方法。
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