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(57)【要約】
【課題】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。
【解決手段】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。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトに由来する生物学的液体サンプルにおけるアドレノメデュリンの測定方法であって
、前記ヒトの生物学的液体サンプルにおける、プロアドレノメデュリンの、配列番号３の
配列からなる中間領域部分ペプチド（mid-proAM）のレベルを測定することを含み、かつ
、前記測定が、前記部分ペプチドに特異的であるモノクローナルまたはポリクローナル抗
体を使用する、方法であって、
　前記イムノアッセイが、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、および、少なくとも1つの抗体が、pre-proAMのアミノ酸69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、方法。
【請求項２】
　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に記載の方法。
【請求項３】
　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または２に記載の方法。
【請求項４】
　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３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　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４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　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-proAM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５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　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
レートを含むことを特徴とする、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　敗血症を検出するために使用す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】
　敗血症の検出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８に記載の方法。
【請求項１０】
　敗血症の検出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９に記載の方法。
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【請求項１１】
　心臓病を検出するために使用さ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１２】
　心臓病の検出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１１に記載の方法。
【請求項１３】
　癌を検出するために使用さ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１４】
　癌の検出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１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記モノクローナルまたはポリクローナル抗体が、プレプロアドレノメデュリンのアミ
ノ酸残基69から86からなる領域を認識する、請求項１から１４のいずれか一項に記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　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。
【０００２】
　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】
【０００３】
　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。
【０００４】
　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
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。
【０００５】
　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
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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)。
【０００６】
　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)）。
【０００７】
　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）。
【０００８】
　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）。
【０００９】
　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。
【００１０】
　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
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。
【００１１】
　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
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）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。
【００１２】
　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。
【００１３】
　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
定値の比較が更に困難になっている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１４】
【特許文献１】EP 0622458A2
【特許文献２】EP 0656121B1
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【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
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　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】
【００１６】
　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。
【００１７】
　請求項１は、本発明の主要部を表す。
　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。
【００１８】
　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。
【００１９】
　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。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【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。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　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



(7) JP 2010-210644 A 2010.9.24

10

20

30

40

50

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。
　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
メデュリン（22－146または22－185）に特異的である。
【００２２】
　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。
【００２３】
　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。
【００２４】
　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。
【００２５】
　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、100μlのサンプル（標準）および100μl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。
【００２６】
　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。
【００２７】
　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。
【００２８】
　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
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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。
【００２９】
　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。
【００３０】
　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。
【００３１】
　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。
【００３２】
　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。
【００３３】
　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。
【００３４】
　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。
【００３５】
　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。
【００３６】
　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
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：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。
【００３７】
　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
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。
【００３８】
　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。
【００３９】
　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
。
【００４０】
　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。
【００４１】
　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。
【００４２】
　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
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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。
【００４３】
　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
ことによって、本発明を以下により詳細に説明する。
【００４４】
　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】
【００４５】
（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。
【００４６】
　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)。
【００４７】
〈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100μg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50μg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。
【００４８】
〈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。
【００４９】
　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。
【００５０】
　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。
【００５１】
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　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、0.2μm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
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。
【００５２】
<４．標識>
　取扱説明書に従って、500μl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。
【００５３】
　化学発光マーカーを結合させた抗体を供給するために、10μlのMA70アクリジニウムNHS
エステル(1mg/ml;HOECHST Behring)を67μl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、423μl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。
【００５４】
　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。
【００５５】
<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6.6μg/mlとした。300μl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。
【００５６】
　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。
【００５７】
<６．サンドイッチイムノアッセイの実施およびその評価>
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　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。
【００５８】
　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
プチドのサンプル重量の濃度とした。
【００５９】
　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。
【００６０】
　10μlの標準またはサンプルおよび200μl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。
【００６１】
　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。
【００６２】
<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。
【００６３】
　測定においては、それぞれの場合において、100μlのサンプル（または標準）および10
0μl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。
【００６４】
　このアッセイを用いて得られた測定結果を図１に示す。
【００６５】
<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。
【００６６】
　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。
【００６７】
　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
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【００６８】
　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）。
【００６９】
　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）。
【００７０】
<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。
【００７１】
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【表１】

【００７２】
　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。
【００７３】
　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。
【００７４】
　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。
【００７５】
　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
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に有用であることが明らかである
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