
(57)【要約】

抗原の三次元エピトープを認識し結合する抗体を調製す

る方法が提供される。本方法は副甲状腺ホルモンの生理

活性三次元アミノ末端に結合する抗体を調製するために

特に有用である。このように作製した抗体は診断および

治療用途に使用される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ａ ） 動 物 を 生 理 活 性 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン で 免 疫 感 作 す る こ と ； お よ び 、
ｂ ） 前 記 動 物 か ら 抗 体 を 回 収 す る こ と 、
を 含 み 、 前 記 抗 体 が 生 理 活 性 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の ３ 次 元 構 造 を 特 異 的 に 認 識 す る 、 生
理 活 性 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の ３ 次 元 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
さ ら に 、 動 物 か ら 抗 体 を 回 収 す る 前 に 前 記 動 物 を ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン で ２ 回 目 の 免 疫 感
作 を す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン が 担 体 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
担 体 が キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
生 理 活 性 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン が 配 列 番 号 １ を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
更 に 、 抗 体 を 単 離 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
抗 体 が ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 単 離 さ れ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
固 相 に 連 結 し た ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 断 片 に よ っ て 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ
っ て 抗 体 が 単 離 さ れ る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
ａ ） 動 物 を 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン で 免 疫 感 作 す る こ と ；
ｂ ） 前 記 動 物 を 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン で ２ 回 目 の 免 疫 感 作 す る こ と ； お よ び 、
ｃ ） 前 記 動 物 か ら 抗 体 を 回 収 す る こ と 、
を 含 み 、 前 記 抗 体 が 生 理 活 性 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 お よ
び 結 合 す る 、 生 理 活 性 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る 抗 体
を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン が 担 体 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
担 体 が キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン が ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
回 収 し た 抗 体 を 単 離 す る こ と を 更 に 含 む 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
抗 体 が ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 単 離 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
固 相 に 連 結 し た ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 断 片 に よ っ て 抗 体 が 単 離 さ れ る 、 請 求 項 １ ４ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 断 片 が 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ３ 番 、 １ ３ ～ ３ ４ 番 お よ び ３ ９
～ ８ ４ 番 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
抗 体 が 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ３ 番 か ら な る 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 断 片 に よ っ て 単 離 さ
れ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ａ ） 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ ８ ４ 番 を 含 む 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン で 動 物 を 免 疫 感 作 す る こ と
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；
ｂ ） 前 記 動 物 を 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン で ２ 回 目 の 免 疫 感 作 す る こ と ； お よ び 、
ｃ ） 前 記 動 物 か ら 抗 体 を 回 収 す る こ と 、
を 含 み 、 前 記 抗 体 が 生 理 活 性 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る 抗
体 で あ る 、 生 理 活 性 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る 抗 体 を 作 製
す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
回 収 し た 抗 体 を 単 離 す る こ と を 更 に 含 む 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ が 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ３ 番 か ら な
る 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
ａ ） キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン に 結 合 し た 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ ８ ４ 番 を
含 む 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン で 動 物 を 免 疫 感 作 す る こ と ；
ｂ ） 続 い て 前 記 動 物 を 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン で 免 疫 感 作 す る こ と ； お よ び 、
ｃ ） 前 記 動 物 か ら 抗 体 を 回 収 す る こ と 、
を 含 み 、 前 記 抗 体 が 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 ア ミ ノ 末 端 を 認 識 お よ び 結 合 す る
も の で あ る 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 ア ミ ノ 末 端 を 認 識 お よ び 結 合 す る 抗 体 を
作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 ア ミ ノ 末 端 が 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ３ 番 か ら な
る 、 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ が 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の ア ミ ノ 末 端 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 単
離 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン が ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ が 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ３ 番 か ら な る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
配 列 番 号 １ の １ 番 の 位 置 の Serか ら １ ３ 番 の 位 置 の Lysま で の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド
を 認 識 す る 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
配 列 番 号 １ の １ 番 の 位 置 の Serか ら １ ３ 番 の 位 置 の Lysま で の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ
ド を 認 識 す る 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ア ミ ノ 末 端 部 分 と 免 疫 反 応 性 で あ る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
生 理 活 性 ア ミ ノ 末 端 部 分 が 配 列 番 号 １ の １ ～ １ ３ 番 ア ミ ノ 酸 を 含 む 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 抗 体
。
【 請 求 項 ３ １ 】
生 理 活 性 ア ミ ノ 末 端 部 分 が 配 列 番 号 １ の １ ～ １ ３ 番 ア ミ ノ 酸 か ら な る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 抗
体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 ２ ９ 記 載 の 抗 体 お よ び 製 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 を 含 む 治 療 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 部 分 に 結 合 す る こ と に よ り ア デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ 活 性 を 低
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下 さ せ る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ３ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ３ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ３ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ３ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
検 出 可 能 な マ ー カ ー に 結 合 し た 、 請 求 項 ２ ３ ～ ３ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 前 記 エ
ピ ト ー プ が 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ３ 番 か ら な る 前 記 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ る 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ
ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ：
ａ ） キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン に 結 合 し た ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン で 動 物 を 免 疫 感
作 す る 工 程 ；
ｂ ） 前 記 動 物 を ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン で 免 疫 感 作 す る 工 程 ； お よ び 、
ｃ ） 前 記 動 物 か ら 抗 体 を 回 収 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 抗 体 が ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理
活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る 抗 体 で あ る 、 前 記 工 程 。
【 請 求 項 ４ １ 】
以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ る 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ
ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ：
ａ ） キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン に 結 合 し た ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン で 動 物 を 免 疫 感
作 す る 工 程 ；
ｂ ） 前 記 動 物 を ヒ ト 甲 状 腺 ホ ル モ ン で 免 疫 感 作 す る 工 程 ； お よ び 、
ｃ ） 前 記 動 物 か ら 抗 体 を 回 収 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 抗 体 が ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理
活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る 抗 体 で あ り 、 前 記 生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ
が 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ３ 番 か ら な る エ ピ ト ー プ で あ る 前 記 工 程 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
生 理 活 性 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン に 選 択 的 で あ る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
生 理 活 性 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン に 選 択 的 で あ り 、 配 列 番 号 １ の 少 な く と も 最 初 の １ ３ ア ミ ノ 酸
の 一 つ を 認 識 お よ び 結 合 す る 、 生 理 活 性 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン に 選 択 的 で あ る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ま た は そ の 変 種 の 生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る 単 離
抗 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ま た は そ の 断 片 の 生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る 単 離
抗 体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る 抗 体 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
抗 体 が 検 出 可 能 な 標 識 に 結 合 し て い る 請 求 項 ４ ６ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ が 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ３ 番 か ら な る 、 請 求 項 ４ ６ 記 載
の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
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副 甲 状 腺 ホ ル モ ン を 含 む 生 物 学 的 サ ン プ ル を 患 者 か ら 得 る た め の 道 具 を さ ら に 含 む 、 請 求
項 ４ ６ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
検 出 可 能 な 標 識 が 化 学 発 光 マ ー カ ー 、 蛍 光 マ ー カ ー 、 放 射 性 マ ー カ ー お よ び 酵 素 マ ー カ ー
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
検 出 可 能 な 標 識 が ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル で あ る 請 求 項 ４ ７ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
ａ ） 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る 抗 体 に サ ン プ ル
を 曝 露 す る こ と ； お よ び
ｂ ） 抗 体 － ホ ル モ ン 複 合 体 を 検 出 す る こ と 、
を 含 む 、 サ ン プ ル 中 の 生 理 活 性 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る 抗 体 が 検 出 可 能 な マ
ー カ ー に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ５ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
工 程 ｂ ） の 前 に 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン を 認 識 お よ び 結 合 す る 別 の 抗 体 に 抗 体 － ホ ル モ ン 複 合
体 を 曝 露 す る こ と を 更 に 含 む 、 請 求 項 ５ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
ａ ） 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 お よ び 結 合 す る 捕 獲 抗 体 に サ ン
プ ル を 曝 露 す る こ と ；
ｂ ） 捕 獲 抗 体 － ホ ル モ ン 複 合 体 を 前 記 捕 獲 抗 体 と は 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 検 出 抗 体
に 曝 露 す る こ と ； お よ び 、
ｃ ） 前 記 抗 体 － ホ ル モ ン 複 合 体 を 検 出 す る こ と 、
を 含 む 、 サ ン プ ル 中 の 生 理 活 性 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
検 出 抗 体 が 化 学 発 光 マ ー カ ー に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ５ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
化 学 発 光 マ ー カ ー が ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル で あ る 、 請 求 項 ５ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
サ ン プ ル が 副 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 の 患 者 か ら の サ ン プ ル で あ る 請 求 項 ５ ２ ま た は ５ ５ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
サ ン プ ル が 副 甲 状 腺 機 能 低 下 症 の 患 者 か ら の サ ン プ ル で あ る 請 求 項 ５ ２ ま た は ５ ５ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 ア ミ ノ 末 端 を 認 識 お よ び 結 合 す る 抗 体 を 含 む 免 疫
ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ６ １ 】
ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 ３ 次 元 ア ミ ノ 末 端 が 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ３ 番 を
含 む 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 免 疫 ア ッ セ イ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 の ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 お よ び そ の 抗 体 を 作 製
お よ び 使 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 実 施 態 様 に お い て は 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 的 に
活 性 な 三 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 し 結 合 す る 抗 体 を 作 製 す る 方 法 が 開 示 さ れ る 。 好 ま し い 実
施 態 様 に お い て 、 本 方 法 に よ り ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 最 初 の １ ３ ア ミ ノ 酸 を 認 識 し て 結
合 す る 抗 体 が 作 製 さ れ る 。 よ り 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 非 生 理 活 性 副
甲 状 腺 ホ ル モ ン と は 実 質 的 に 交 差 反 応 し な い 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
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本 発 明 は ま た 、 抗 原 （ 好 ま し く は ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の よ う な 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ） の ３
次 元 エ ピ ト ー プ と 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る こ と の で き る （ モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー
ナ ル ） 抗 体 お よ び 抗 体 の 精 製 調 製 物 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 抗 体 は 抗 原 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ
ン ま た は そ の 変 種 を 用 い て 生 成 さ れ る 。 こ の 抗 体 は 好 ま し く は 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 物 学
的 活 性 （ す な わ ち 、 天 然 に は 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の そ の レ セ プ タ ー へ の 結 合 に よ っ て 始 動 す
る カ ス ケ ー ド の 一 つ の 構 成 要 素 ） を 中 和 す る （ す な わ ち 、 部 分 的 ま た は 完 全 に 阻 害 す る ）
こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 副 甲 状 腺 レ セ プ タ ー と 免 疫 複
合 体 を 形 成 す る こ と が で き 、 PTHレ セ プ タ ー の 生 物 学 的 活 性 （ す な わ ち 、 ア デ ニ レ ー ト シ
ク ラ ー ゼ 活 性 化 ま た は ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ 刺 激 ） を 中 和 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
製 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 中 に 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン に 対 す る 抗 体 ま た は そ の 誘 導 体 を 含 む 治 療
組 成 物 も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 こ れ ら の 治 療 組 成 物 は 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン に よ る 副 甲 状
腺 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー の 過 剰 刺 激 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 種 々 の 疾 病 を 治 療 す る 手 段 を 提
供 す る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 例 え ば 、 PTHに 関 連 し た 高 カ ル シ ウ ム 血 症 と PTHと 関 連 し な い 高
カ ル シ ウ ム 血 症 と を 区 別 す る た め の よ う な 診 断 薬 と し て 有 用 で あ る 。
本 発 明 の 抗 体 は 上 述 の い ず れ か の ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン を 認 識 す る 。
一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 抗 体 は 配 列 番 号 １ の 位 置 １ の Serか ら 位 置 13の Leuま で の ア ミ
ノ 酸 配 列 ま た は こ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 含 ま れ る 部 分 を 認 識 す る 。
一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
本 発 明 に 従 っ て 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 又 は そ の 変 種 を 測 定 す る た め の 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含
む ： サ ン プ ル と 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 、 ま た は そ の 変 種 を 認 識 す る 第 １ の 抗 体 と の 混 合 物 を イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 工 程 ； 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ま た は そ の 変 種 を 認 識 す る 標 識 し た 第 ２ の
抗 体 を 前 記 混 合 物 に 添 加 し 、 さ ら に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 工 程 ； お よ び 、 前 記 混 合 物 中
に 生 じ る 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 。
あ る い は 、 本 発 明 に 従 っ て 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 又 は そ の 変 種 を 測 定 す る た め の 方 法 は 以 下
の 工 程 を 含 む ： サ ン プ ル 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ま た は そ の 変 種 を 認 識 す る 第 １ の 抗 体 、 お よ
び 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ま た は そ の 変 種 を 認 識 す る 標 識 し た 第 ２ の 抗 体 の 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン す る 工 程 ； お よ び 、 前 記 混 合 物 中 に 得 ら れ る 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 学 的 ア ッ セ イ は 以 下 の 工 程 を 含 む ： 上 述 し た い ず れ か の ペ
プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 上 述 し た 抗 体 の い ず れ か と 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下
で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 工 程 ； お よ び 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 定 量 す る 工 程 。
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 形 態 の 免 疫 学 的 ア ッ セ イ の た め の キ ッ ト は 上 述 し た 抗 体 の い
ず れ か を 含 む 。
本 明 細 書 に 記 載 し た 特 徴 、 ま た は 、 特 徴 の 組 合 せ は 、 そ の よ う な 組 合 せ の い ず れ か に 含 ま
れ る 特 徴 が 文 脈 、 本 明 細 書 、 お よ び 当 業 者 の 知 識 か ら 明 ら か で あ る よ う に 相 互 に 矛 盾 し な
い 限 り は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
本 発 明 の さ ら な る 利 点 お よ び 特 徴 は 以 下 の 詳 細 な 記 載 お よ び 請 求 の 範 囲 に お い て 明 ら か に
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
発 明 の 詳 細 な 記 載
以 下 の 記 載 は 生 理 活 性 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 、 特 に ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン を 認 識 し 結 合 す る 抗
体 、 お よ び 前 記 抗 体 を 作 製 お よ び 使 用 す る 方 法 を 開 示 す る が 、 こ の 記 載 は 副 甲 状 腺 ホ ル モ
ン の み に 限 定 さ れ る と 解 し て は な ら な い 。 こ の 観 点 か ら 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 本 方 法 お
よ び 使 用 は 、 そ の 生 理 活 性 が 少 な く と も 部 分 的 に ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は そ の 一 部 の 三 次 構
造 に 関 連 し て い る 、 い か な る ポ リ ペ プ チ ド に つ い て も 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
Ｉ ． 定 義
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別 に 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 本 発 明
が 属 す る 分 野 の 当 業 者 に 一 般 に 理 解 さ れ る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 発 明 の た め 、 以 下 の
用 語 は 以 下 に 示 す よ う に 定 義 さ れ る 。
本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 PTH」 お よ び 「 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 」 は 互 換 的 に 使 用 さ れ る 。 副
甲 状 腺 ホ ル モ ン は カ ル シ ウ ム 吸 収 を 腎 臓 お よ び 骨 に お い て は 直 接 制 御 し 、 腸 に お い て は 間
接 的 に 制 御 す る 。 成 熟 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン は 「 プ レ プ ロ PTH」 の シ グ ナ ル 配 列 の 切 断 、 続 い
て 「 プ ロ PTH」 か ら 「 プ ロ 」 配 列 が 切 断 さ れ る こ と に よ っ て in vivoで 合 成 さ れ る 。 本 明 細
書 に お い て 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン は 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン を 作 る こ と の で き る い か な る 動 物 か
ら の 甲 状 腺 ホ ル モ ン も 包 含 し 、 そ れ ら の 動 物 に は ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ネ コ
、 ヤ ギ 、 お よ び げ っ 歯 類 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 加 え て 、 副 甲 状 腺 ホ ル
モ ン に は 、 本 明 細 書 に お い て 論 じ る 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 変 種 （ 天 然 に は 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン を
発 現 し な い 生 物 に お い て 組 換 え 的 に 合 成 さ れ る 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン が 含 ま れ る ） が 包 含 さ れ
る 。
本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 hPTH」 、 「 ヒ ト PTH」 お よ び 「 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 」 は 互 換
的 に 使 用 さ れ る 。 加 え て 、 hPTHは 用 語 PTHま た は 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン に 包 含 さ れ る 。 ヒ ト PTH
は 以 下 で 規 定 さ れ る 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） に お い て ア ミ ド 結 合 に よ っ て 配 列 し た 84個 の α -
ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 本 質 的 に な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
Ser Val Ser Glu Ile Gln Leu Met His Asn Leu Gly
Lys His Leu Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu
Arg Lys Lys Leu Gln Asp Val His Asn Phe Val Ala
Leu Gly Ala Pro Leu Ala Pro Arg Asp Ala Gly Ser
Gln Arg Pro Arg Lys Lys Glu Asp Asn Val Leu Val
Glu Ser His Glu Lys Ser Leu Gly Glu Ala Asp Lys
Ala Asp Val Asn Val Leu Thr Lys Ala Lys Ser Gln
【 ０ ０ ０ ９ 】
ヒ ト PTHは in vivoで 合 成 す る こ と が で き 、 ま た は 、 こ の 分 野 で 既 知 の 標 準 的 技 術 を 用 い て
合 成 す る こ と が で き る 。
当 業 者 は PTHの 構 造 ま た は 配 列 に 変 動 が 生 じ 得 る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 本 明 細 書 に お
い て 、 PTHの 「 変 種 」 と は 、 PTHの 生 物 学 的 活 性 と 類 似 の 、 ま た は 、 本 質 的 に 類 似 の 生 物 学
的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と し て 定 義 さ れ る 。 一 つ の 分 子 と 他 の 分 子 が 本 質 的 に 類 似 の
構 造 、 ま た は 両 者 が 類 似 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 場 合 に 、 両 者 は 「 本 質 的 に 類 似 」 と 称 さ
れ る 。 例 え ば 、 PTHの 生 物 学 的 活 性 に は 、 PTHの レ セ プ タ ー に 対 す る PTHの 結 合 、 そ の レ セ
プ タ ー に お け る 続 い て の PTHの 結 合 ま た は 作 用 の 阻 止 が 含 ま れ る 。 PTHの 別 の 生 物 学 的 活 性
に は 、 ア デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ 活 性 の 制 御 が 含 ま れ る 。 PTHの 変 種 に は 、 PTHの 類 似 体 、 断
片 ま た は 伸 長 物 が 含 ま れ る 。 PTHの 変 種 に は 、 天 然 に 生 じ る PTHお よ び 組 換 え 的 に 合 成 さ れ
た PTHが 含 ま れ る 。 例 え ば 、 PTHの 「 変 種 」 は １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 ん で よ い 。 ア ミ ノ
酸 置 換 は 、 こ の 分 野 で よ く 理 解 さ れ て い る よ う に 保 存 的 で も 比 保 存 的 で も よ い 。 保 存 的 置
換 と は 、 生 物 学 的 活 性 、 ま た は 三 次 （ 例 え ば 、 三 次 元 ） 構 造 に 影 響 を 与 え ず に 一 つ の ア ミ
ノ 酸 を 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る こ と を い う 。 加 え て 、 PTHの 変 種 に は 、 こ の 分 野 で よ く 理
解 さ れ て い る よ う に 改 変 ア ミ ノ 酸 側 鎖 を 含 む PTH分 子 が 含 ま れ る 。 従 っ て 、 あ る 分 子 が PTH
の 活 性 と 類 似 し た 生 物 学 的 活 性 を 少 な く と も 一 つ 有 し て い る 場 合 、 そ れ は PTHの 「 変 種 」
と 考 え る 。 例 え ば 、 変 種 に は 、 1-13領 域 に お い て PTHア ミ ノ 酸 の 配 列 を 本 質 的 に 有 し て い
る ペ プ チ ド 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 変 種 に は 、 お よ そ １ ま た は ２ 個 の ア ミ ノ 酸
置 換 を 有 す る よ う な ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 hPTHの 変 種 の 更 な る 例 は 以 下 の 配 列 か ら な る 、
ま た は 以 下 の 配 列 を 含 む （ 配 列 番 号 ２ ～ ８ ） ：
【 ０ ０ １ ０ 】
Ala-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Phe-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys
Ala-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys
Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-Lys
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Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Cys-His-Asn-Leu-Gly-Lys
Ala-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Phe-Cys-His-Asn-Leu-Gly-Lys
Ala-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Cys-His-Asn-Leu-Gly-Lys
Ser- Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Cys-His-Asn-Leu-Gly-Lys
【 ０ ０ １ １ 】
本 明 細 書 に お い て 、 「 生 理 活 性 PTH」 ま た は 「 生 理 活 性 hPTH」 と は 、 PTHの 生 物 学 的 活 性 の
少 な く と も 一 つ を 有 す る PTHま た は hPTHポ リ ペ プ チ ド を い う 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド が ア
デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ 活 性 を 制 御 す る こ と が で き る 場 合 に そ の PTHは 生 理 活 性 で あ る と 考
え る 。 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 PTHは そ の レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と に よ っ て ア デ ニ レ
ー ト シ ク ラ ー ゼ 活 性 を 制 御 す る 。 他 の 生 物 学 的 活 性 も 生 理 活 性 PTHを 定 義 す る た め に 使 用
さ れ る 。 生 理 活 性 hPTHに は 、 少 な く と も 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 13番 を 含 む PTH変 種 が
含 ま れ る 。 生 理 活 性 PTHの 更 な る 例 に は 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 34番 が 含 ま れ る 。 配 列
番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 84番 の よ う な 完 全 長 PTH分 子 も 生 理 活 性 PTHで あ る 。
本 明 細 書 に お い て 、 「 抗 体 」 と は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 群
に よ っ て 実 質 的 に コ ー ド さ れ る 、 抗 原 を 特 異 的 に 認 識 し そ れ に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た
は そ の 断 片 を 言 う 。 認 識 さ れ て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に は 、 κ 、 λ 、 α 、 γ 、 δ 、 ε
お よ び μ 定 常 領 域 遺 伝 子 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 抗 体 に は 、 Fa
b'、 F(ab) 2 、 Fabc、 お よ び Fv断 片 の よ う な 断 片 も 含 ま れ る 。 本 明 細 書 に お い て 、 用 語 「 抗
体 」 に は 完 全 な 抗 体 の 改 変 に よ っ て 作 製 さ れ た 抗 体 断 片 ま た は 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 新
た に 合 成 さ れ た 抗 体 断 片 お よ び 、 さ ら に 今 で は 慣 用 技 術 と な っ た 技 術 に よ っ て 作 製 さ れ る
「 ヒ ト 化 」 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
抗 体 は タ ン パ ク 質 と の 結 合 反 応 に お い て 機 能 す る 場 合 に そ の 抗 体 は タ ン パ ク 質 に 「 特 異 的
に 結 合 す る 」 ま た は タ ン パ ク 質 に 対 し て 「 免 疫 反 応 性 」 で あ る と い う 。 タ ン パ ク 質 へ の 抗
体 の 結 合 は 、 不 均 一 な タ ン パ ク 質 集 団 お よ び 他 の 物 質 の 存 在 下 で 、 サ ン プ ル 中 の そ の タ ン
パ ク 質 の 存 在 を 決 定 す る こ と を 可 能 と す る 。 従 っ て 、 指 定 し た 免 疫 ア ッ セ イ 条 件 下 で 、 特
異 的 な 抗 体 は 特 定 の 抗 原 に 優 先 的 に 結 合 し 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 他 の タ ン パ ク 質 に 有 意
に は 結 合 し な い 。 そ の よ う な 条 件 に お け る タ ン パ ク 質 へ の 特 異 的 な 結 合 は 特 定 の タ ン パ ク
質 に 対 す る 特 異 性 に つ い て 選 別 し た 抗 体 を 必 要 と す る 。 ペ プ チ ド が 免 疫 反 応 性 で あ る か ど
う か を 決 定 す る た め の い く つ か の 方 法 が こ の 分 野 で 知 ら れ て い る 。 免 疫 化 学 発 光 測 定 ア ッ
セ イ (ICMA)、 酵 素 -結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） お よ び 放 射 免 疫 測 定 （ RIA） は そ の 例
で あ る 。
抗 体 は 、 そ の 抗 体 が PTHの 非 生 理 活 性 形 態 に 比 較 し て 優 先 的 に PTHの 生 理 活 性 形 態 に 結 合 す
る 場 合 、 生 理 活 性 PTHに 「 選 択 的 」 で あ る と い う 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 が 非
生 理 活 性 PTHよ り も 少 な く と も 10倍 優 先 的 に 生 理 活 性 PTHに 結 合 す る 場 合 、 そ の 抗 体 は 生 理
活 性 PTHに 選 択 的 で あ る 。 よ り 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 生 理 活 性 PTHに 選 択 的 な 抗 体 は
非 生 理 活 性 PTHよ り も 少 な く と も 100倍 優 先 的 に 生 理 活 性 PTHに 結 合 す る 。 別 の 実 施 態 様 に
お い て 、 生 理 活 性 PTHに 選 択 的 な 抗 体 は 非 生 理 活 性 PTHよ り も 少 な く と も 200倍 優 先 的 に 生
理 活 性 PTHに 結 合 す る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 生 理 活 性 PTHに 選 択 的 な 抗
体 は 非 生 理 活 性 PTHよ り も 少 な く と も 500倍 優 先 的 に 結 合 す る 。 一 層 好 ま し い 実 施 態 様 に お
い て 、 生 理 活 性 PTHに 選 択 的 な 抗 体 は 非 生 理 活 性 PTHよ り も 少 な く と も 1000倍 優 先 的 に 結 合
す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
「 標 識 」 と は 分 光 学 的 手 段 、 光 化 学 的 手 段 、 生 化 学 的 手 段 、 免 疫 化 学 的 手 段 、 ま た は 化 学
的 手 段 に よ っ て 検 出 可 能 な 構 成 成 分 を 言 う 。 例 え ば 、 有 用 な 標 識 に は 、 蛍 光 色 素 、 化 学 発
光 化 合 物 、 放 射 性 同 位 体 、 高 電 子 密 度 試 薬 、 酵 素 、 着 色 粒 子 、 ビ オ チ ン 、 ま た は ジ ゴ キ シ
ゲ ニ ン が 含 ま れ る 。 標 識 は し ば し ば 放 射 能 、 蛍 光 、 着 色 、 ま た は 酵 素 活 性 の よ う な 測 定 可
能 な シ グ ナ ル を 生 成 し 、 結 合 し た 標 識 の 量 を 定 量 す る た め に こ れ ら を 使 用 す る こ と が で き
る 。
化 学 発 光 化 合 物 の 例 に は 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ル ミ ノ ー ル 誘 導 体 、 ピ ロ ガ ロ ー ル 、 イ ソ ル ミ ノ
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ー ル 、 エ ク オ リ ン 、 環 式 ア リ ー ル ヒ ド ラ ジ ド 、 ジ オ キ セ タ ン 、 ロ ジ ウ ム キ レ ー ト （ 電 気 化
学 発 光 ） 、 オ キ サ レ ー ト エ ス テ ル 、 熱 化 学 発 光 標 識 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム そ の 他 が 含 ま れ る 。
こ れ ら の 標 識 は こ の 分 野 で よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い て （ 米 国 特 許 第 5,284,952号 を 参 照 せ
よ 。 こ の 特 許 の 開 示 は 参 照 に よ り 全 体 が 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る も の と す る 。 ） 、 タ ン パ
ク 質 、 例 え ば 抗 -PTH抗 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 -hPTH 1
- 1 3 の よ う な 検 出 抗 体 は 米 国 特 許 第 5,284,952号 、 5,110,932号 お よ び 第 5,338,847号 （ こ れ
ら の 開 示 は 参 照 に よ り 全 体 が 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る も の と す る 。 ） の よ う な 方 法 を 使 用
す る こ と に よ り ア ク リ ジ ニ ウ ム で 標 識 し て も 良 い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
標 識 の た め に 使 用 す る 蛍 光 物 質 に は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ サ ミ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン
イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 色 素 、 フ タ ロ シ ア
ニ ン 、 ク マ リ ン 、 ス ク ア レ ン 、 ア ン ト ラ セ ン 、 エ リ ス ロ シ ン 、 ユ ー ロ ピ ウ ム キ レ ー ト そ の
他 が 含 ま れ る 。
標 識 の た め に 使 用 す る 放 射 性 同 位 体 の 例 に は 、 1 4 C、 3 H、 3 2 P、 1 8 F、 ま た は 1 2 5 Iが 含 ま れ
る 。
こ れ ま で 開 発 さ れ て お り 、 本 発 明 の ア ッ セ イ に 使 用 で き る 酵 素 の 例 と し て 、 米 国 特 許 第 3,
654,090、 第 3,791,932号 、 第 3,839,153号 、 第 3,850,752号 、 米 国 特 許 第 3,817,837号 、 第 3
,879,262号 、 Journal of Immunological Methods 1:247 (1972)お よ び 、 Journal of Immu
nology 109:129 (1972)に 記 載 さ れ た も の が 挙 げ ら れ る （ こ れ ら の 開 示 は 、 引 用 に よ り そ
の 全 体 が 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る と す る ） 。 他 の 酵 素 の 例 に は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
、 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ニ ダ ー ゼ 、 ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 、 ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ そ の 他 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。 本 発 明 に お い て 有 用 な 補 酵 素 に は 酵 素 が 反 応 物 を 触 媒 し て 検 出 可 能 な 産 物 、 例 え
ば 光 に よ る 検 出 、 を 容 易 に す る 分 子 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 補 酵 素 に は 、
FADお よ び NADが 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 -PTHは
NADで 標 識 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,380,580を 参 照 せ よ （ こ の 特 許 の 開 示
は 引 用 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る も の と す る ） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
着 色 粒 子 の 例 に は 、 金 コ ロ イ ド 、 ま た は ブ ル ー ラ テ ッ ク ス が 含 ま れ る 。 あ る 実 施 態 様 に お
い て 、 標 識 は 本 発 明 の 抗 体 と カ ッ プ リ ン グ さ れ て 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 生 理 活 性 形 態 の 存 在
を 決 定 す る こ と を 可 能 と す る 。
他 の 標 識 に は 、 分 光 学 的 に 活 性 な 物 質 の 非 活 性 前 駆 体 （ 英 国 特 許 第 ９ 1,392,403号 お よ び
フ ラ ン ス 国 特 許 第 2,201,299号 ； 米 国 特 許 第 3,880,934号 に 対 応 ） お よ び 電 子 ス ピ ン 共 鳴 部
分 （ 米 国 特 許 第 3,850,578号 ） が 含 ま れ 得 る 。
用 語 「 単 離 」 さ れ た 、 「 精 製 」 さ れ た 、 ま た は 「 生 物 学 的 に 純 粋 」 と は 、 物 質 が そ の 天 然
状 態 に あ る 時 に 通 常 付 随 す る 構 成 成 分 か ら 少 な く と も 部 分 的 に 分 離 さ れ て お り 、 し ば し ば
本 質 的 若 し く は 実 質 的 に そ れ ら の 構 成 成 分 を 含 ま な い 物 質 に つ い て い う 。 純 度 お よ び 均 一
性 は 典 型 的 に は 、 こ の 分 野 で よ く 理 解 さ れ て い る よ う に 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳
動 ま た は 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 分 析 的 化 学 的 技 術 を 用 い て 決 定 さ れ る 。
一 般 に 、 単 離 し た 抗 体 は 調 製 物 中 の 全 巨 大 分 子 種 の 80％ を 超 え る で あ ろ う 。 好 ま し く は 抗
体 は 調 製 物 中 に 存 在 す る 全 巨 大 分 子 種 の 90％ よ り 多 く を 代 表 す る よ う に 精 製 さ れ る で あ ろ
う 。 よ り 好 ま し く は 、 抗 体 は 95％ よ り 高 く 精 製 さ れ 、 さ ら に 好 ま し く は 、 本 抗 体 は 本 質 的
に 均 一 に ま で 精 製 さ れ 、 そ の 場 合 、 他 の 巨 大 分 子 種 は 通 常 の 技 術 で は 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
用 語 「 免 疫 ア ッ セ イ 」 は 、 分 析 物 に 特 異 的 に 結 合 さ せ る た め に 抗 体 を 用 い る ア ッ セ イ で あ
る 。 免 疫 ア ッ セ イ は 、 分 析 物 を 単 離 、 標 的 化 、 お よ び ／ ま た は 定 量 す る た め に 特 定 の 抗 体
の 特 異 的 結 合 特 性 を 使 用 す る こ と を 特 徴 と す る 。
本 発 明 の 発 明 者 は 、 迅 速 、 容 易 、 か つ 正 確 に 生 理 活 性 PTH、 特 に hPTHを 測 定 す る 目 的 で 種
々 の 研 究 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 hPTHの 生 理 活 性 形 態 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 が 作 製 さ れ た
。 本 発 明 者 は 、 こ れ ら の 、 そ れ ぞ れ が hPTHの 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 を 組 み 合 わ
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せ を 用 い て 免 疫 ア ッ セ イ を 構 築 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
II.　 本 発 明 の 組 成 物
本 発 明 の 抗 体 は タ ン パ ク 質 の 三 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 こ れ に 結 合 す る 。 特 に 本 抗 体 は
PTHの 生 理 活 性 形 態 を 特 異 的 に 認 識 す る 。 本 発 明 の 抗 体 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 の 例 の 一 つ
は ヒ ト PTHで あ る 。
本 発 明 の 抗 体 は ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ American Type Culture Coll
ection） (10801 University Blvd.、 Manassas, VA 20110-2209, USA)に 2001年 ７ 月 ３ 日 に
寄 託 さ れ 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA-3496が 付 与 さ れ て い る 。 寄 託 物 は 寄 託 時 に は 生 存 し て
お り 、 生 存 し な く な っ た 場 合 に は 出 願 人 に よ り 代 替 さ れ る で あ ろ う 。
寄 託 物 は 本 出 願 が 継 続 し て い る 間 37 CFR 1.14お よ び 35 USC § 122の 下 に 長 官 に 対 し て 入
手 可 能 状 態 に 置 か れ 、 30年 間 ま た は 最 新 の 請 求 後 ５ 年 間 の い ず れ か 長 い ほ う の 期 間 、 寄 託
機 関 で 維 持 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の 好 ま し い 抗 体 は hPTHの 生 理 的 に 活 性 な 形 態 （ 生 理 活 性 hPTH） を 認 識 し 、 結 合 す る
。 本 発 明 を い か な る 理 論 や 作 用 機 序 に も 限 定 す る つ も り は な い が 、 hPTHの ア ミ ノ 末 端 （ N-
末 端 ） 領 域 の イ ン タ ク ト な ヘ リ ッ ク ス 構 造 に そ っ た 最 初 の ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 １ の 位 置 １
の Ser） は hPTHが 生 理 的 に 活 性 で あ る た め に は 存 在 し て い な け れ ば な ら な い と 考 え ら れ て
い る 。 さ ら に 、 hPTHの 生 理 活 性 N-末 端 領 域 は 13ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ３
番 ） か ら な る ３ 次 元 ら せ ん 構 造 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 こ の N-末 端 領
域 の ３ 次 元 エ ピ ト ー プ を 認 識 し て 結 合 す る 。 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の エ ピ ト ー プ は
hPTHの こ の １ ３ ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ １ ３ 番 ） の す べ て を 含 む 。 他 の 実 施
態 様 に お い て 、 こ の エ ピ ト ー プ は hPTHの 最 初 の １ ３ ア ミ ノ 酸 内 の ア ミ ノ 酸 の 組 み 合 わ せ を
含 む 。 例 え ば 、 こ の エ ピ ト ー プ は ア ミ ノ 酸 ３ ， ４ 番 お よ び ５ 番 ； ２ 、 ４ 番 お よ び ６ 番 ； ８
， 10番 、 お よ び 13番 ； ま た は こ れ ら の 混 合 を 含 ん で よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 最 初 の １ ３ ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も １ つ 、 お よ び
、 ア ミ ノ 酸 14～ 84番 、 好 ま し く は 13～ 34番 か ら な る 領 域 内 に 位 置 す る 少 な く と も １ つ の 更
な る ア ミ ノ 酸 を 認 識 し 、 結 合 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 は ア ミ ノ 酸 ３ 、 ７ 番 お よ び 14番
； ４ 、 ８ 番 、 お よ び 33番 ； ま た は ５ 、 14番 、 お よ び 15番 を 含 む エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 結 合
し 得 る 。
本 発 明 の あ る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
本 発 明 の 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 は PTHま た は hPTHの 最 初 の 13ア ミ ノ 酸 内 の エ ピ ト
ー プ を 認 識 し 結 合 し 、 こ の 最 初 の 13ア ミ ノ 酸 の 外 に あ る PTHま た は hPTHの エ ピ ト ー プ に は
結 合 し な い 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 抗 体 は PTHま た は hPTHの 最 初 の ７ ア ミ ノ 酸 内
の エ ピ ト ー プ を 認 識 し 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
III.　 本 発 明 の 組 成 物 の 作 製 方 法
副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ま た は そ の 変 種 は 当 業 者 に 知 ら れ た 通 常 の 方 法 の い ず れ か に よ る 抗 体 作
製 に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ れ ら の 方 法 に は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 お よ び
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 が 含 ま れ る 。
本 発 明 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の よ う な エ マ ル ジ ョ ン と
し て イ ン タ ク ト な PTH、 そ の 変 種 ま た は そ れ ら の 混 合 物 で 動 物 を 免 疫 す る こ と に よ っ て 作
製 さ れ る 。 抗 体 作 製 に 使 用 す る 動 物 の 例 に は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ ま た は ヤ ギ が 含 ま
れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 イ ン タ ク ト な PTHは 完 全 長 PTH分 子 と し て 、 例 え ば 、 「 プ
レ 」 配 列 お よ び 「 プ ロ 」 配 列 が 切 断 さ れ た 後 の PTHポ リ ペ プ チ ド と し て 定 義 す る こ と が で
き る 。 ヒ ト PTHが 使 用 さ れ る 態 様 に お い て は イ ン タ ク ト な hPTHは 配 列 番 号 １ に 記 載 し た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 イ ン タ ク ト な PTHは 、 キ ー ホ ー ル リ
ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)の よ う な 担 体 タ ン パ ク 質 に 連 結 し て い る こ と が 好 ま し い 。 担
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体 タ ン パ ク 質 の 他 の 例 に は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 、 ヘ モ シ ア ニ ン 、 お よ び ウ シ チ
オ グ ロ ブ リ ン （ BTG） が 含 ま れ る 。 あ る 実 施 態 様 に お い て 、 こ こ に 記 載 す る よ う に 、 担 体
タ ン パ ク 質 は 注 目 す る 抗 原 （ 例 え ば 、 PTH） に グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド で 連 結 さ れ る 。 他 の 方
法 は こ の 技 術 分 野 に て よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
最 初 の 免 疫 感 作 後 、 動 物 に は 実 質 的 に 純 粋 な イ ン タ ク ト な 生 理 活 性 PTH、 そ の 変 種 ま た は
そ れ ら の 混 合 物 の １ 回 以 上 の 追 加 的 免 疫 感 作 ブ ー ス ト を 行 う 。 免 疫 感 作 は 腹 腔 内 投 与 、 皮
下 投 与 又 は 静 脈 投 与 で 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 、 PTHの 内 部 エ ピ ト ー プ に 対 す
る 抗 体 の 広 い ス ペ ク ト ル を 超 え て 、 正 し い コ ン フ ォ ー メ ン シ ョ ン の PTH表 面 エ ピ ト ー プ に
対 す る 抗 体 が 上 昇 す る 。
免 疫 原 調 製 物 に 対 す る 動 物 の 免 疫 応 答 は テ ス ト 採 血 お よ び 注 目 す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る
反 応 性 の 力 価 を 決 定 す る こ と に よ っ て 監 視 す る こ と が で き る 。 免 疫 原 に 対 す る 抗 体 の か な
り の 高 力 価 が 得 ら れ た な ら ば 、 そ の 動 物 か ら 血 液 を 集 め 抗 血 清 を 回 収 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
一 つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 抗 体 は 血 清 を 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 カ ラ ム に 曝 露 す る こ と
に よ っ て 単 離 さ れ る 。 抗 体 を 単 離 す る 他 の 技 術 が こ の 分 野 で 知 ら れ て い る 。 ア フ ィ ニ テ ィ
ー カ ラ ム は PTHの ペ プ チ ド 、 好 ま し く は hPTHを カ ラ ム の 固 相 に 連 結 さ せ る こ と に よ っ て 構
築 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 こ の カ ラ ム は hPTHの ア ミ ノ 酸 1-13番 (hPTH 1
- 1 3 )、 13-34番 （ HPTH 1 - 3 4 ） お よ び 39-84番 （ hPTH 3 9 - 8 4 ） か ら な る hPTHペ プ チ ド を 含 む 。
他 の ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 使 用 し て 本 発 明 の 抗 体 を 単 離 す る こ と も で き
る 。
当 業 者 に は 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う が 、 ペ プ チ ド hPTH 1 - 1 3 は hPTHの 最 初 の 13ア ミ ノ 酸 内
に あ る hPTHエ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る で あ ろ う 。 同 様 に ペ プ チ ド hPTH

1 3 - 3 4 は hPTHの ア ミ ノ 酸 13～ 34番 内 に あ る hPTHエ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 に 特 異 的 に 結 合
す る で あ ろ う 。 ま た 、 ペ プ チ ド hPTH 3 9 - 8 4 は hPTHの ア ミ ノ 酸 39～ 84番 内 に あ る hPTHエ ピ ト
ー プ を 認 識 す る 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る で あ ろ う 。
従 っ て 前 述 し た 方 法 に よ り 、 hPTHの 最 初 の 13ア ミ ノ 酸 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 （ 抗 -hPTH 1
- 1 3 抗 体 ） が 選 択 的 に 単 離 さ れ る 。 加 え て 、 抗 - hPTH 1 - 1 3 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト
ー プ は 最 初 の 13ア ミ ノ 酸 内 の ア ミ ノ 酸 の ど ん な 組 み 合 わ せ も 含 み 得 る 。 一 つ の 実 施 態 様 に
お い て 、 こ の 抗 体 は hPTHの 13ア ミ ノ 酸 全 体 （ す な わ ち 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 １ ～ 13番 ）
か ら な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。
当 業 者 が 理 解 す る よ う に 、 抗 体 含 有 血 清 を ペ プ チ ド 共 役 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム へ か け る 順
番 は 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 決 定 要 因 で は な い 。 し か し な が ら 、 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て
、 ま ず 血 清 を hPTH 3 9 - 8 4 ペ プ チ ド を 含 む カ ラ ム に 曝 露 し 、 次 に 、 得 ら れ た 血 清 （ 例 え ば hPT
H 3 9 - 8 4 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ま な い 血 清 ） を hPTH 1 3 - 3 4 ペ プ チ ド を 含 む カ ラ ム に 曝 露 し 、 続
い て 得 ら れ た 血 清 （ 例 え ば 、 hPTH 3 9 - 8 4 お よ び hPTH 1 3 - 3 4 抗 体 を 含 ま な い 血 清 ） を hPTH 1 - 1 3
ペ プ チ ド を 含 む カ ラ ム へ 曝 露 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
生 理 活 性 PTHを 認 識 し 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 提 供 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
こ の 分 野 で 知 ら れ た 通 常 の 方 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Kohlerと Milste
in(1975), Nature, 256:495-97を 参 照 せ よ 。 簡 単 に 言 う と 、 マ ウ ス の よ う な 動 物 に PTH、
好 ま し く は 上 述 し た よ う な 担 体 タ ン パ ク 質 に 共 役 さ せ た PTHを 注 射 す る 。 動 物 を １ 回 以 上
の 純 粋 な PTH注 射 に よ り ブ ー ス ト し 、 融 合 の ３ 日 前 に 経 静 脈 （ IV） ブ ー ス タ ー に よ っ て 過
剰 免 疫 す る 。 マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 を 単 離 し 、 通 常 の 方 法 に 従 っ て ミ エ ロ ー マ 細 胞 に 融 合 さ せ
る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を 標 準 的 な ヒ ポ キ サ ン チ ン ／ ア ミ ノ プ テ リ ン ／ チ ミ ン （ HAT） 培 地 中
で 常 法 に 従 っ て 選 抜 す る 。 生 理 活 性 PTHを 認 識 す る 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 同 定
し 、 培 養 し 、 標 準 的 な 免 疫 学 的 技 術 に よ っ て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。
し ば し ば 、 抗 体 は 検 出 可 能 シ グ ナ ル を 与 え る 物 質 と 共 有 結 合 的 ま た は 非 共 有 結 合 的 に 結 合
さ せ る こ と に よ り 標 識 さ れ る で あ ろ う 。 本 発 明 の 一 つ の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 標 識 は 化
学 発 光 化 合 物 で あ る 。 好 ま し い 化 学 発 光 化 合 物 は ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
III.　 本 発 明 の 構 成 物 を 使 用 す る 方 法
A.　 免 疫 ア ッ セ イ
本 発 明 の 免 疫 学 的 ア ッ セ イ は サ ン プ ル 中 の 抗 原 を 定 量 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
種 々 の ア ッ セ イ お よ び 関 連 試 薬 お よ び パ ラ メ ー タ の 例 は 米 国 、 出 願 番 号 09/761,969号 （ 20
01年 １ 月 16日 出 願 ） 中 に 提 供 さ れ て い る （ こ の 内 容 全 体 は 引 用 に 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る
も の と す る ） 。
免 疫 ア ッ セ イ の 一 つ の 例 は 「 サ ン ド イ ッ チ 」 免 疫 ア ッ セ イ で あ る 。 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ
セ イ に お い て 、 抗 体 は 固 相 に 固 定 化 さ れ （ 捕 獲 抗 体 ） 、 抗 原 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ 、
検 出 可 能 標 識 を 有 す る 抗 体 （ 検 出 抗 体 ） と さ ら に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る 。 本 発 明 の 好
ま し い 態 様 に お い て 、 PTHの 生 理 的 に 活 性 な 部 分 を 認 識 し な い PTH抗 体 を 磁 性 粒 子 の よ う な
固 相 に 共 役 さ せ 、 こ の 抗 体 を PTHを 含 む サ ン プ ル と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 さ ら に 生 理 活
性 PTHに 特 異 的 に 結 合 す る 、 検 出 可 能 標 識 と 共 役 し た 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 よ
り 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 PTHの ア ミ ノ 酸 1-13を 認 識 し な い hPTH類 似 体 を 磁 性 粒 子 と
共 役 さ せ 、 こ の 抗 体 を hPTHを 含 む サ ン プ ル と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 さ ら に ア ク リ ジ ニ ウ
ム エ ス テ ル と 共 役 し た 、 生 理 活 性 hPTHを 認 識 す る 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 本 発 明
の サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ に お い て 、 サ ン プ ル 、 第 １ の 抗 体 お よ び 標 識 し た 第 ２ の 抗 体
を 同 時 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て も 良 い 。 適 切 な 固 相 基 材 の 例 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト 、 ビ ー ズ 、 チ ュ ー ブ 、 膜 、 フ ィ ル タ ー 紙 ま た は プ ラ ス チ ッ ク カ ッ プ が 含 ま れ る が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
免 疫 学 的 ア ッ セ イ の 別 の 例 に は 、 検 出 可 能 標 識 で 標 識 さ れ た 抗 原 お よ び 非 標 識 抗 原 を 抗 体
と 競 合 的 に 反 応 さ せ る ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 抗 原 を 固 相 に 固 定 化 し 、 希 釈 血 清 ま
た は 精 製 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 さ ら に 検 出 可 能 標 識 で 標 識 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ
ン と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ れ に よ っ て 標 識 さ れ た 結 合 物 質 を 得 る こ と も で き る 。
サ ン ド イ ッ チ 技 術 が 使 用 さ れ る 場 合 、 PTHの 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 す る ２ 種 の 抗 体 が 使 用
さ れ る 。 一 つ の 抗 体 は 、 検 出 可 能 標 識 で 標 識 さ れ （ 検 出 抗 体 ） 、 他 の 抗 体 は 固 相 抗 体 と し
て 固 相 に 結 合 さ せ 、 あ る い は 、 固 相 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る よ う に 作 製 さ れ る （
捕 獲 抗 体 ） 。 こ れ ら の 抗 体 を 種 々 の 濃 度 の 抗 原 と 反 応 さ せ 、 複 数 の 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 形
成 さ せ る 。 こ の 抗 原 － 抗 体 複 合 体 は 固 相 に 結 合 し て い る の で 、 固 相 を 複 合 体 か ら 分 離 し 、
固 相 に お け る 標 識 の 量 を 測 定 す る 。 標 識 と 抗 原 の 濃 度 と の 関 係 を プ ロ ッ ト し 、 標 準 曲 線 を
得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
未 知 の 濃 度 の 抗 原 を 含 む サ ン プ ル を 反 応 系 に 加 え た 場 合 、 反 応 後 に 測 定 さ れ た 標 識 の 量 を
表 準 曲 線 に 当 て は め る こ と に よ り 抗 原 の 濃 度 を 決 定 す る こ と が で き る 。 測 定 す る サ ン プ ル
の 例 は PTHま た は そ の 変 種 を 含 む サ ン プ ル で あ っ て よ く 、 血 漿 、 血 清 、 血 液 、 尿 そ の 他 が
含 ま れ る 。
本 発 明 の 免 疫 ア ッ セ イ に は サ ン ド イ ッ チ 放 射 免 疫 ア ッ セ イ （ RIA） 、 サ ン ド イ ッ チ 酵 素 免
疫 ア ッ セ イ （ EIA） 、 サ ン ド イ ッ チ 蛍 光 免 疫 ア ッ セ イ （ FIA） 、 サ ン ド イ ッ チ 化 学 発 光 免 疫
ア ッ セ イ （ CLIA、 ICMA） 、 サ ン ド イ ッ チ 化 学 発 光 － 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ CLEIA） お よ び サ
ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に 基 づ く 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 が 含 ま れ る 。
捕 獲 抗 体 の 固 相 へ の カ ッ プ リ ン グ 、 お よ び 標 識 抗 体 を 標 識 す る こ と は こ の 分 野 の 当 業 者 に
知 ら れ た ど の 方 法 で 行 う こ と も で き る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 捕 獲 抗 体 は ビ オ
チ ン に カ ッ プ リ ン グ さ れ 、 磁 性 粒 子 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 被 覆 さ れ る 。 ビ オ チ ン は ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 捕 獲 抗 体 の 固 相 へ の カ ッ プ リ ン グ が 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
Ｂ ． 　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
本 発 明 は 更 に 被 験 者 の PTHレ ベ ル を 検 出 す る ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お
い て 、 本 ア ッ セ イ は 被 験 者 の 血 液 中 の PTHの 異 常 な レ ベ ル を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
こ れ ら の ア ッ セ イ は PTH活 性 を 制 御 す る 能 力 を 決 定 す る た め の 試 験 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン
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グ テ ス ト に 特 に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 場 合 、 試 験 化 合 物 が 反 応 系 に 加 え ら れ 、 抗 体 の PT
Hへ の 結 合 に 対 す る そ の 試 験 化 合 物 の 効 果 が 観 察 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の 生 理 活 性 PTHへ の
結 合 を 阻 害 す る 化 合 物 は 潜 在 的 な 生 理 活 性 PTH阻 害 因 子 と し て 考 え る こ と が で き 、 さ ら に
、 異 常 な PTH活 性 ま た は 濃 度 と 関 連 し た 疾 病 治 療 の た め の 潜 在 的 治 療 薬 剤 と し て 考 慮 す る
こ と が で き る 。
一 つ の 例 に お い て 、 PTHを 認 識 す る 抗 体 は PTHレ セ プ タ ー へ の 結 合 に つ い て PTHと 競 合 す る
能 力 が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 使 用 す る 抗 体 は 粗 血 清 か ら の も の で も よ く 、 細 胞 培 地 ま た
は 腹 水 で も 、 ま た は 未 精 製 形 態 で あ っ て も 良 い 。 PTH類 似 物 の PTHレ セ プ タ ー へ の 結 合 を 低
下 さ せ る 抗 体 は 競 合 因 子 と し て 分 類 さ れ る ； 低 下 さ せ な い 抗 体 は 非 競 合 因 子 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
化 合 物 （ 抗 体 を 含 む ） は cAMP蓄 積 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 、 お よ び ／ ま た は イ ノ シ ト ー ル リ ン
酸 ア ッ セ イ を 用 い て そ の ア ゴ ニ ス ト 特 性 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 特 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と が で き る 。 サ イ ク リ ッ ク AMP蓄 積 は 上 述 し た よ う に ア ッ セ イ に よ り 測 定 す る こ と
が で き る 。 PTHレ セ プ タ ー へ の 結 合 に つ い て PTHと 競 合 し 、 cAMP蓄 積 に 対 す る PTHの 効 果 を
阻 害 す る 化 合 物 は 競 合 的 PTHア ン タ ゴ ニ ス ト と 考 え ら れ る 。 逆 に 、 PTHレ セ プ タ ー へ の PTH
の 結 合 と 競 合 し な い が 、 （ お そ ら く レ セ プ タ ー 活 性 化 部 位 を 遮 断 す る こ と に よ り ） cAMP蓄
積 の PTH活 性 化 を 阻 止 す る 化 合 物 は 、 非 競 合 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト と 考 え ら れ る 。 PTHレ セ プ タ
ー へ の 結 合 に つ い て PTHと 競 合 し 、 PTHの 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で cAMP蓄 積 を 刺 激 す る 化 合
物 は 競 合 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る 。 PTHレ セ プ タ ー へ の 結 合 に つ い て PTHと 競 合 は し な い が 、 PT
Hの 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で cAMP蓄 積 を 刺 激 す る こ と の で き る 化 合 物 、 ま た は PTH単 独 の 場
合 よ り も 高 濃 度 に 蓄 積 を 刺 激 す る 化 合 物 は 非 競 合 的 ア ゴ ニ ス ト と し て 考 え ら れ る で あ ろ う
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
C.　 診 断 的 使 用
本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 の 細 胞 レ セ プ タ ー と そ の 特 異 的 な リ ガ ン ド の 間 の 相 互 作 用 に 関 連
し て い る こ と を 特 徴 と し 得 る 疾 病 の 診 断 、 分 類 、 予 後 、 お よ び ／ ま た は 治 療 に 有 用 で あ る
。 例 え ば 、 高 カ ル シ ウ ム 血 症 ま た は 低 カ ル シ ウ ム 血 症 の あ る 形 態 は PTHと PTHレ セ プ タ ー と
の 相 互 作 用 に 関 連 し て い る 。 高 カ ル シ ウ ム 血 症 と は 血 清 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 異 常 な 上 昇 が あ
る 状 態 で あ る ； こ れ は し ば し ば 、 副 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 、 骨 粗 鬆 症 、 乳 癌 、 肺 お よ び 前 立 腺
癌 、 頭 部 お よ び 頸 部 癌 、 扁 平 上 皮 癌 、 食 道 癌 、 多 発 性 骨 髄 腫 お よ び 副 腎 腫 を 含 む 他 の 疾 病
を 伴 っ て い る 。 低 カ ル シ ウ ム 血 症 と は 、 血 清 カ ル シ ウ ム 濃 度 が 以 上 に 低 い 状 態 で あ り 、 有
効 な PTHの 欠 損 に 起 因 す る も の で あ ろ う 。
一 つ の 例 に お い て 、 本 発 明 の 化 合 物 は 高 カ ル シ ウ ム 血 症 の 診 断 、 お よ び 高 カ ル シ ウ ム 血 症
状 態 、 す な わ ち 、 PTHに よ っ て 媒 介 さ れ る 高 カ ル シ ウ ム 血 症 （ 例 え ば 、 副 甲 状 腺 機 能 亢 進
症 お よ び 悪 性 の 液 性 高 カ ル シ ウ ム 血 症 ） と 、 こ の 因 子 が 関 与 し な い 疾 病 （ 例 え ば 骨 と 直 接
接 触 し て い る 転 移 性 腫 瘍 細 胞 の 存 在 に よ っ て 媒 介 さ れ る 局 所 的 溶 骨 性 高 カ ル シ ウ ム 血 症 、
お よ び 、 破 骨 細 胞 刺 激 因 子 （ イ ン タ ー ロ イ キ ン ） 、 リ ン ホ ト キ シ ン 、 カ ル シ ト リ オ ー ル 、
E型 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 、 お よ び ビ タ ミ ン D－ 様 ス テ ロ ー ル の よ う な 液 性 因 子 の 増 加 に よ っ
て 媒 介 さ れ る あ る 種 の 希 な 悪 性 腫 瘍 関 連 高 カ ル シ ウ ム 血 症 ） と 関 連 し た 高 カ ル シ ウ ム 血 症
と を 区 別 す る た め に 使 用 さ れ る 診 断 薬 を 製 造 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
診 断 の 一 つ の 方 法 に お い て 、 血 清 中 の 全 カ ル シ ウ ム お よ び ／ ま た は イ オ ン 化 カ ル シ ウ ム 濃
度 が 本 発 明 の PTHア ン タ ゴ ニ ス ト の 投 与 の 前 後 に 標 準 的 な 技 術 に よ っ て 測 定 さ れ る 。
PTH関 連 高 カ ル シ ウ ム 血 症 は 本 発 明 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 投 与 に 続 く 血 清 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 低
下 と し て 検 出 す る こ と が で き る で あ ろ う 。 対 照 的 に 、 PTH以 外 の 因 子 に よ っ て 媒 介 さ れ る
高 カ ル シ ウ ム 血 症 に つ い て は 本 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 投 与 後 も 血 清 カ ル シ ウ ム 濃 度 は 不 変 の ま
ま で あ ろ う 。
本 発 明 の 他 の 診 断 的 応 用 に よ り 、 PTH関 連 腫 瘍 、 例 え ば 、 悪 性 の 液 性 高 カ ル シ ウ ム 血 症 と
関 連 し た 腫 瘍 を 診 断 す る た め 、 ま た は 、 癌 治 療 の 間 の PTHの レ ベ ル を 監 視 す る た め に 生 物
学 的 サ ン プ ル 中 の PTHレ ベ ル の 測 定 が 可 能 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た ア ッ
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セ イ の 一 つ を 用 い て 組 織 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る PTHへ の 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン レ セ プ タ ー の 結
合 を ア ッ セ イ す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
高 カ ル シ ウ ム 血 症 が 疑 わ れ る 患 者 は 本 発 明 の 化 合 物 を 用 い て 治 療 す る こ と が で き る か も し
れ な い 。 症 状 は 突 然 に 現 れ 、 戻 さ な い と 致 死 的 で あ り 得 る の で 、 迅 速 な 干 渉 が 重 要 で あ る
。 一 つ の 応 用 に お い て 、 血 清 カ ル シ ウ ム 濃 度 は PTHの ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 即 時 的 な 治 療
進 行 に よ っ て 安 定 化 さ れ る 。 そ の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト に は PTHの 生 物 学 的 活 性 を 阻 止 す
る と （ 本 明 細 書 に 記 載 し た ア ッ セ イ に よ り ） 決 定 さ れ た 本 発 明 の 化 合 物 が 含 ま れ る 。 ア ン
タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る た め 、 適 切 な 抗 体 は 一 般 に 生 理 食 塩 水 の よ う な 適 切 な 担 体 中 で 製 剤
化 さ れ る こ と に よ り 医 薬 製 造 に 使 用 さ れ 、 PTHレ セ プ タ ー へ の PTH結 合 に 対 し て 充 分 な 競 合
を 生 じ る 用 量 （ 例 え ば 、 血 清 カ ル シ ウ ム レ ベ ル を 10mg/lよ り 低 く す る た め に 充 分 な 用 量 ）
で 静 脈 投 与 さ れ る 。 典 型 的 な 用 量 は 一 日 に 体 重 １ kgあ た り 1ng～ 10mgで あ ろ う 。 許 容 で き
る カ ル シ ウ ム レ ベ ル （ す な わ ち 、 10.1mg/dlよ り 低 い 濃 度 ） を 長 期 間 維 持 す る た め 、 治 療
は 必 要 に 応 じ て 繰 り 返 す こ と が で き る 。 加 え て 、 本 発 明 の 医 薬 を 投 与 す る た め に 他 の 投 与
態 様 を 使 用 す る こ と も で き る 。 こ れ は 背 景 に あ る 高 カ ル シ ウ ム 血 症 を 引 き 起 こ し た 疾 病 状
態 の 迅 速 な 治 療 の た め に 必 要 か も し れ な い ； あ る い は 、 例 え ば 骨 粗 鬆 症 の よ う な 疾 病 の 長
期 治 療 に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
Ｄ ． 医 薬 組 成 物 お よ び 治 療 方 法
本 発 明 は さ ら に 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 製 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 含 む 。
そ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 抗 体 の 治 療 的
ま た は 予 防 的 量 を 含 ま な け れ ば な ら な い 。 製 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 は 、 意 図 し た 宿 主 へ こ
の 化 合 物 を デ リ バ リ ー す る た め に 適 し た ど の よ う な 共 存 可 能 な 非 毒 性 物 質 で あ っ て も よ い
。 滅 菌 水 、 ア ル コ ー ル 、 脂 質 、 ワ ッ ク ス 、 お よ び 不 活 性 固 体 を 担 体 と し て 使 用 す る こ と が
で き る 。 製 薬 的 に 許 容 で き る ア ジ ュ バ ン ト 、 緩 衝 剤 、 分 散 剤 、 そ の 他 も 本 医 薬 組 成 物 に 取
り 込 む こ と が で き る 。 活 性 物 質 を 取 り 込 ん だ 医 薬 組 成 物 の 調 製 は 医 学 文 献 お よ び 科 学 文 献
に よ く 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 1982年 、 レ ミ ン ト ン 製 薬 科 学 (Remington's Pharmaceuti
cal Sciences)第 １ ６ 版 , Mark Publishing Company, Easton, Pa., を 参 照 さ れ た し 。 こ
の 文 献 は 引 用 に よ り 全 体 が 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
こ こ ま で 記 載 し て き た 医 薬 組 成 物 は 、 非 経 口 投 与 お よ び 経 口 投 与 の 両 方 を 含 む 宿 主 へ の 全
身 投 与 に 適 し て い る 。 本 医 薬 組 成 物 は 通 常 非 経 口 的 に 投 与 、 す な わ ち 、 皮 下 、 筋 肉 ま た は
静 脈 投 与 さ れ る で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 宿 主 へ の 投 与 の た め の 組 成 物 を 提 供 し 、 前
記 組 成 物 は 上 述 し た よ う に 、 許 容 で き る 担 体 中 の 同 定 さ れ た 化 合 物 の 製 薬 的 に 許 容 で き る
溶 液 を 含 む 。
製 薬 的 担 体 中 の 化 合 物 の 濃 度 は 変 動 し 得 る 。 す な わ ち 、 こ の 濃 度 は 0,1質 量 ％ 以 下 か ら 約 2
0質 量 ％ ま た は そ れ 以 上 に ま で 変 動 し 得 る 。 筋 肉 注 射 用 の 典 型 的 な 医 薬 組 成 物 は 例 え ば １
～ ４ mlの 緩 衝 化 滅 菌 水 と １ μ g～ １ mgの 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 を 含 む よ
う に 作 製 さ れ る で あ ろ う 。 静 脈 内 イ ン フ ュ ー ジ ョ ン 用 の 典 型 的 な 組 成 物 は 100～ 500mlの 滅
菌 リ ン ガ ー 液 と 約 １ ～ 100mgの 化 合 物 を 含 む よ う に 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 で 開 示 さ れ る よ う な 放 出 組 成 物 お よ び 検 出 組 成 物 を 含 む 種 々 の キ ッ ト を PTH、 ま た
は そ の 変 種 の サ ン プ ル 中 の 濃 度 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、
そ れ ら は 本 発 明 の 組 成 物 を 使 用 す る こ と の で き る 多 数 の 可 能 な キ ッ ト の 例 に 過 ぎ な い 。 他
の キ ッ ト も 本 発 明 の 範 囲 内 と し て 考 慮 さ れ て い る 。 例 え ば 、 以 下 の 特 許 、 論 文 お よ び 指 示
マ ニ ュ ア ル は 本 発 明 の 放 出 組 成 物 を 含 む よ う に 適 合 さ せ る こ と が で き る ： 米 国 特 許 第 4,93
5,339号 、 第 4,121,1978号 ； 第 5,232,836号 ； 第 5,064,770号 ； 第 5,202,266号 ； 第 4,816,41
7号 ； 第 5,821,020号 お よ び 第 5,981,779号 ； こ れ ら の 開 示 は 引 用 に よ り 全 体 が 本 明 細 書 に
取 り 込 ま れ る も の と す る 。 適 合 の 一 つ は 、 こ れ ら で 使 用 さ れ て い る 組 成 物 を 本 組 成 物 と 置
換 す る こ と で あ る 。
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広 い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の キ ッ ト は PTHま た は そ の 変 種 の 濃 度 を 決 定 す る た め の 自 動 化
ア ッ セ イ 系 に 使 用 す る よ う に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 好 ま
し く は ニ コ ー ル ・ ア ド バ ン テ ー ジ （ Nichols Advantage） シ ス テ ム と 一 緒 に 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
実 施 例
実 施 例 １
hPTHを 認 識 し 結 合 す る 抗 体 の 作 製
A.　 免 疫 感 作
ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 1-84は BACHEM, California Inc., Torrance,CAか ら 購 入 し た 。 製 品
番 号 H-1370.1000で あ る 。
KLH,ヘ モ シ ア ニ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト は Calbiochem, La Jolla, CAか ら 購 入 し た 。 製
品 番 号 374805。
グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド は Sigma Chemical Co. St. Louis, MOか ら 購 入 し た 。 製 品 番 号 G-6247
で あ る 。
ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン は モ ル 比 200:1で 以 下 の よ う に KLHに カ ッ プ リ ン グ さ せ た ：
1mgの PTHを 0.20mlの 0.1 N 酢 酸 に 可 溶 化 し た 。 可 溶 化 PTHは 0.1Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.15M
 NaCl、 pH7.4中 で 1mg/mlに 希 釈 し た 。 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)を 0.1M リ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.2中 に 可 溶 化 し 、 タ ン パ ク 質 含 有 量 10mg/mlの 濃 度 と し た 。 タ ン パ ク 質
含 有 量 と し て １ モ ル の KLHに 対 し て 200モ ル PTHと い う モ ル 比 を 計 算 し 、 ２ 種 の タ ン パ ク 質
を ４ ℃ に て 混 合 し た 。 25％ 水 性 溶 液 を 0.1Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ｐ H7.2で １ ％ に 希 釈 す る こ と
に よ っ て 10mg/ml（ １ ％ ） の グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 溶 液 を 調 製 し た 。 １ ％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ
ド を 最 終 濃 度 0.655mg/mlで 加 え る こ と に よ り 、 １ モ ル の KLHに 対 し て 200モ ル の PTHと い う
混 合 物 を カ ッ ブ リ ン グ さ せ た 。 こ の グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 架 橋 タ ン パ ク 質 混 合 物 を ４ ℃ に て
５ ～ ８ 時 間 保 持 し 、 反 応 を 等 体 積 の 0.01Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.15M NaCl ｐ H7.4を 添 加 し
て 希 釈 す る こ と に よ り 停 止 さ せ た 。 PTH-KLHの 総 タ ン パ ク 質 濃 度 は 架 橋 効 率 80％ と 仮 定 し
て 計 算 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
Strategic BioSolutions、 Ramona、 CA,か ら 購 入 し た ヤ ギ を 飼 育 し 、 以 下 の よ う に 免 疫 感
作 し た ：
最 初 の 免 疫 感 作 に つ い て は 、 ヤ ギ を 等 体 積 の フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト で 可 溶 化 し た
2mlの PTH-KLH 0.1mgで 免 疫 し た 。 0.1mgPTH-KLH 1mlと １ mlの フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト
。 動 物 の 複 数 の 部 位 に 皮 内 注 射 し た 。
続 く ブ ー ス ト は ３ ～ ４ 週 間 ベ ー ス （ 毎 月 ） で 、 等 体 積 の フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト
中 で 上 述 の よ う に 調 製 し た 2mlの 0.05mg PTH-KLHを 用 い て 、 前 の よ う に 動 物 の 側 面 に 皮 内
注 射 し て 行 っ た 。 少 な く と も ２ ～ ３ 回 の フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 中 の PTH-KLHに
よ る ブ ー ス ト を 行 っ た 。
続 く 全 て の ブ ー ス ト に つ い て は 、 次 に 、 0.02mgの 純 粋 な PTH 1 - 8 4 の み を 上 述 の よ う に 2mlの
抗 原 に つ い て フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 中 で 可 溶 化 し 、 前 の よ う に 動 物 の 側 面 に 皮
内 注 射 し て 免 疫 感 作 し た 。 こ の よ う に し て 、 直 線 状 PTH配 列 の 内 部 に 対 す る よ り も 立 体 配
置 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 ク ロ ー ン が 優 先 的 に ブ ー ス ト さ れ る 。
純 粋 な PTH 1 - 8 4 の 少 な く と も ２ 回 の ブ ー ス ト 後 、 動 物 を 採 血 し 、 血 餅 除 去 血 清 を 集 め た 。
特 異 性 と 力 価 を BIAcore装 置 を 用 い た 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ SPR） に よ り 決 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
実 施 例 ２
立 体 配 置 的 PTH 1 - 1 3 に 対 す る 抗 体 の 単 離
PTHア ミ ノ 酸 配 列 PTH 3 8 - 8 4 、 PTH 1 3 - 3 4 お よ び PTH 1 - 1 3 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 以 下
の よ う に 作 製 し た ：
PTH 3 8 - 8 4 お よ び PTH 1 3 - 3 4 は BACHEM、 Californiaか ら 購 入 し た （ 製 品 番 号 は そ れ ぞ れ H-4926
,1000お よ び H-4145.1000） 。 PTH 1 - 1 3 は Research Genetics、 Huntsville,ALに て 化 学 的 に

10

20

30

40

50

(15) JP 2004-536831 A 2004.12.9



合 成 し た 。
各 PTHペ プ チ ド の そ れ ぞ れ を 、 Phrmaciaの CNBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス 4-Bに 、 2mlの セ フ ァ ロ
ー ス 4-Bに 対 し て １ ～ ２ mgの ペ プ チ ド を 用 い て Pharmaciaの 手 順 通 り に カ ッ プ リ ン グ さ せ た
。
PTH 1 - 1 3 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 抗 体 は 以 下 の よ う に 調 製 し た ：
上 述 の よ う に 調 製 し た ヤ ギ 免 疫 血 清 を ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 上 で ま ず 抗 -PTH 3 8 - 8 4 抗 体 を
取 り 出 し 、 続 い て 抗 -PTH 1 3 - 3 4 抗 体 を 取 り 出 し 、 最 後 に 抗 -PTH 1 - 1 3 抗 体 を 取 り 出 す こ と に
よ り 連 続 的 に 精 製 し た 。 全 て の ３ つ の ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に つ い て の 血 清 抽 出 物 は 同 じ
で あ る ：
少 な く と も 0.5リ ッ ト ル の ヤ ギ 免 疫 血 清 を 上 述 し た 順 番 で そ れ ぞ れ の ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ
ム に 通 し た 。 各 ア フ ィ ニ イ テ ィ ー カ ラ ム は セ フ ァ ロ ー ス -4Bに 結 合 し た 少 な く と も 10mgの
ペ プ チ ド か ら な っ て い る 。
カ ラ ム を 0.01Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.15M NaCl、 pH7.4で 280nmに お け る 分 光 学 的 吸 収 が 変
化 し な く な る ま で よ く 洗 浄 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
非 特 異 的 血 清 タ ン パ ク 質 を 除 去 す る た め 、 次 に こ の カ ラ ム を 0.1M酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.15M 
NaCl pH4.0で 洗 浄 し 、 再 度 280nmの 吸 収 を モ ニ タ ー し た 。 次 に 、 ペ プ チ ド 配 列 に 対 す る 特
異 的 な 抗 体 を 0.2M グ リ シ ン pH2.3で 溶 出 さ せ た 。 弱 い 緩 衝 剤 グ リ シ ン に よ る 2.3と い う 低
い pHの 溶 出 に よ り セ フ ァ ロ ー ス 4-Bに 共 有 結 合 し た ペ プ チ ド か ら 抗 体 が 解 離 す る 。 最 終 的
に 溶 出 す る PTH 1 - 1 3 に 対 す る 抗 体 を 希 釈 液 0.1N NaOHを 添 加 し て 中 和 し て pHを 7.4に 戻 し た
。
ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 ヤ ギ 抗 -PTH 1 - 1 3 は 次 に HPLC分 析 に よ り そ の 純 度 に つ い て テ ス ト す る 。
280nmの 吸 収 に お け る モ ル 吸 光 係 数 に よ っ て 測 定 し た タ ン パ ク 質 濃 度 、 1.4 A 2 8 0 ＝ １ mg/ml
。 次 に ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 抗 体 結 合 性 お よ び 特 異 性 を BIAcore装 置 に よ る SPRを 用 い て 決 定
し た 。 抗 体 は ４ ℃ で 保 存 し 、 又 は 長 期 保 存 の た め に は -70℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
hPTH 1 - 1 3 、 hPTH 1 3 - 3 4 、 お よ び PTH 3 9 - 8 4 か ら な る 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 カ ラ ム を そ れ ぞ
れ セ フ ァ ロ ー ス 4Bに 結 合 し た こ れ ら の ペ プ チ ド を 用 い て 作 製 す る 。 免 疫 感 作 手 順 に よ り 生
成 さ れ る 動 物 血 清 は 以 下 の 手 順 に よ り そ れ ぞ れ の 抗 体 に つ い て 単 離 す る こ と が で き る 。 最
初 に 、 hPTH 3 9 - 8 4 に 対 す る 抗 体 が 血 清 か ら 取 り 出 さ れ 、 続 い て hPTH 1 - 3 4 に 対 す る 抗 体 が 取
り 出 さ れ る 。 次 に 、 最 後 の hPTH 1 - 1 3 の ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い て 生 理 的 に 活 性 な 立 体
配 置 的 に 正 し い hPTHの N-末 端 配 列 を 認 識 す る 抗 hPTH 1 - 1 3 抗 体 が 単 離 さ れ る 。 我 々 の 実 験 で
は 重 複 す る エ ピ ト ー プ が 無 い こ と を 証 明 す る た め に hPTH 1 3 - 3 4 に 対 す る 抗 体 お よ び hPTH 3 9 -
8 4 に 対 す る 抗 体 を 初 め に 取 り 出 し た が 、 生 理 的 に 活 性 な hPTH 1 - 1 3 立 体 配 置 抗 体 を 他 の 抗 体
を 初 め に 取 り 出 さ ず に 単 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
実 施 例 ３
ア ク リ ジ ニ ウ ム に よ る 抗 -PTH 1 - 1 3 抗 体 の 標 識
精 製 し た 抗 -PTH 1 - 1 3 抗 体 を 以 下 の 方 法 で ア ク リ ジ ニ ウ ム で 標 識 し た ：
抗 体 の よ う な タ ン パ ク 質 中 の リ ジ ン の ε ア ミ ノ 基 の ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル に 対 す る 反 応
に よ っ て 「 ス ル ホ ニ ル ク ロ リ ド エ ス テ ル 」 と し て ア ク リ ジ ニ ウ ム を 本 発 明 の 抗 体 に 架 橋 す
る 。 反 応 生 成 物 は セ フ ァ ロ ー ス G-25上 で 0.1M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH6.0を 用 い て 排 除 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 離 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
実 施 例 ４
生 理 活 性 hPTHに 対 す る 免 疫 測 定 ア ッ セ イ
生 理 活 性 N-末 端 PTHに 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 抗 体 （ 抗 -PTH 1 - 1 3 ） を 検 出 の た め に
標 識 し 、 抗 -PTH 3 9 - 8 4 抗 体 を 捕 獲 の た め に 標 識 す る 。
ビ オ チ ン 化 捕 獲 抗 体 （ 抗 － PTH 3 9 - 8 4 ） は サ ン プ ル か ら の PTHを 結 合 さ せ る た め に 使 用 す る
。 捕 獲 抗 体 は 完 全 長 PTH（ PTH 1 - 8 4 ） お よ び PTHの C-末 端 断 片 の 両 方 を 認 識 す る 。 ア ク リ ジ
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ニ ウ ム 標 識 検 出 抗 体 （ 抗 － PTH 1 - 1 3 ） は サ ン プ ル 中 の PTHの 生 理 活 性 N-末 端 エ ピ ト ー プ に 結
合 さ せ る た め に 使 用 す る 。 捕 獲 抗 体 は 優 先 的 に 生 理 活 性 PTH（ 例 え ば 、 立 体 配 置 的 に 正 し
い N-末 端 領 域 を 有 す る PTH） を 認 識 し 結 合 す る 。 捕 獲 抗 体 お よ び 検 出 抗 体 は サ ン プ ル 中 の P
TH分 子 を 「 サ ン ド イ ッ チ 」 に す る 。 こ の サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 磁
性 粒 子 に 結 合 し て い る 。 次 に こ の 粒 子 を こ の 分 野 で 知 ら れ た 分 光 計 で 定 量 す る 。 こ の 手 順
は 図 １ に 例 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
正 常 な 被 験 者 （ 例 え ば 、 一 見 し て 健 康 で 、 歩 行 可 能 で 、 薬 用 し て い な い 被 験 者 ） か ら サ ン
プ ル を 入 手 す る 。 正 常 な 被 験 者 は 正 常 な カ ル シ ウ ム レ ベ ル お よ び 25(OH) ビ タ ミ ン Dレ ベ ル
を 有 し て い る 。 ま た ク レ ア チ ン 浄 化 に か け 、 ク レ ア チ ン 浄 化 値 が 70ml/分 よ り も 低 い 被 験
者 か ら も 血 清 を 入 手 す る 。 慢 性 腎 不 全 （ CRF） を 経 験 し て い る 被 験 者 か ら も サ ン プ ル を 入
手 し た 。 こ れ ら の サ ン プ ル は 透 析 被 験 者 か ら 得 ら れ た EDTA血 漿 か ら な っ て い た 。
本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 150μ lの 生 物 学 的 サ ン プ ル を 70μ lの ビ オ チ ン 化 ヤ
ギ 抗 -PTH 3 9 - 8 4 捕 獲 抗 体 、 25μ lの ア ク リ ジ ニ ウ ム 標 識 ヤ ギ 抗 -PTH 1 - 1 3 抗 体 、 お よ び 15μ l
の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 磁 性 粒 子 と 合 わ せ た 。 こ の 組 み 合 わ せ を 37℃ に て 30分 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ の 組 み 合 わ せ を 洗 浄 し 、 分 光 計 で 読 み と っ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
抗 -PTH 1 - 1 3 が 検 出 の た め に 標 識 さ れ 、 抗 -PTH 3 9 - 8 4 が 捕 獲 の た め に 標 識 さ れ て い る 、 PTH 1 -
8 4 の た め の 免 疫 放 射 測 定 ア ッ セ イ (IRMA)を 用 い る と 以 下 の 観 察 結 果 が 得 ら れ る 。 断 片 、 PT
H 1 - 6 お よ び PTH 7 - 1 3 は こ の ア ッ セ イ を 阻 害 し な い で あ ろ う 。 PTH 1 - 3 4 か ら な る PTH断 片 は こ
の ア ッ セ イ を 強 く 阻 害 し 、 PTH断 片 2-34,3-34、 4-34お よ び 5-34は 、 PTH 1 - 3 4 の ア ミ ノ 酸 位
置 １ か ら ア ミ ノ 酸 が 除 去 さ れ る に 従 っ て 応 答 が 低 下 し つ つ こ の ア ッ セ イ を 阻 害 す る （ 図 ４
） 。 他 の 断 片 に よ る 結 果 は 図 18に 示 す 。 PTH 7 - 8 4 断 片 に よ る 阻 害 も 何 の 効 果 も 見 ら れ な か
っ た 。 こ れ ら の こ と は 立 体 配 置 エ ピ ト ー プ は PTH 1 - 1 3 中 の 少 な く と も 完 全 な 残 基 配 列 に 強
く 依 存 し て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
次 に 、 こ の ア ッ セ イ を PTH 7 - 8 4 断 片 の 存 在 を 示 す 臨 床 患 者 サ ン プ ル を 用 い た 研 究 に 使 用 し
た 。 以 下 に 示 す よ う に こ の 研 究 は 、 イ ン タ ク ト な 生 理 活 性 N-末 端 抗 体 が イ ン タ ク ト な 生 理
活 性 PTH 1 - 8 4 の み を 検 出 で き る と い う 点 で そ の 臨 床 的 有 用 性 を 明 瞭 に 示 し て い る 。 本 発 明
の 抗 体 お よ び NIDイ ン タ ク ト -PTHア ッ セ イ を 初 期 お よ び 末 期 腎 疾 病 の 患 者 に 使 用 し た 相 関
研 究 に よ り 、 PTH断 片 （ PTH 7 - 8 4 ） に 対 す る イ ン タ ク ト PTH（ PTH 1 - 8 4 ） の 割 合 は 類 似 し て い
る が （ そ れ ぞ れ 、 0.71お よ び 0.69と い う 傾 き ） 、 正 常 な 被 験 者 （ 傾 き 0.52） と は 異 な っ て
い る こ と が 示 唆 さ れ る （ 図 ６ ～ ８ を 参 照 せ よ ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
実 施 例 ５
表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ SPR）
表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ SPR） は 、 表 面 に 結 合 し た 物 質 の 質 量 の 関 数 と し て 表 面 に お け る 光
の 屈 折 率 の 変 化 に よ り 応 答 を 測 定 す る 技 術 で あ る 。 BIAcoreに よ る 商 業 的 に 入 手 可 能 な 装
置 を 用 い て SPRを 用 い て 抗 体 と そ れ ら の 抗 原 と の 間 の 非 共 有 結 合 的 相 互 作 用 が 測 定 さ れ て
き た 。 例 え ば 、 Malmqvist、 M, Curr. Opin. Biotechnol. 5, 282-286、 (1993)； O'Shanne
ssy, D.J., Curr. Opin. Biotechnol. 5,65-71,(1993)； Schuck, P., Curr. Opin. Biote
chnol. 8, 498-502, (1997)； こ れ ら の 開 示 は 引 用 に よ り 全 体 が 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る
も の と す る 。 BIAcore装 置 は 免 疫 試 薬 の 測 定 に お け る 固 有 の 道 具 で あ る こ と が 示 さ れ て い
る （ Adamczyk, M.ら 、 Bioconjugate Chem. 10, 176-185 (1999)； お よ び Adamczyk, M.ら
、 Bioconjugate Chem. 8, 133-145, (1997) ; こ れ ら の 開 示 は 引 用 に よ り 全 体 が 本 明 細 書
に 取 り 込 ま れ る も の と す る ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
簡 単 に 言 う と 、 共 有 結 合 的 に ウ サ ギ 抗 -ヤ ギ Fc抗 体 を 結 合 し た CM5セ ン サ ー チ ッ プ を 使 用 し
た 。 使 用 し た バ ッ フ ァ ー は 0.005％ 界 面 活 性 剤 P-20を 含 む pH7.4の リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 で
あ る 。 流 速 は 10μ l/分 と し た 。 １ 回 の 処 理 あ た り 本 発 明 の 抗 体 の お よ そ 500応 答 単 位 （ RU
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） を 固 定 化 し た 。 こ の 方 法 は 一 般 に 、 検 出 抗 体 （ す な わ ち 抗 PTH 1 - 1 3 抗 体 ） を 流 速 40μ g/m
lで １ 分 間 注 入 し 、 続 い て 阻 害 ペ プ チ ド （ す な わ ち 本 明 細 書 に 記 載 の PTH断 片 ） を 流 速 100
μ g/mlで ２ 分 間 注 入 し 、 ２ 分 間 洗 浄 し 、 次 に PTH 1 - 8 4 を １ μ g/mlで １ 分 間 注 入 す る こ と を
含 む 。 各 注 入 が 終 わ っ た 後 、 抗 体 と PTH 1 - 8 4 と の 結 合 を 30秒 間 測 定 し た 。 そ れ ぞ れ の 実 行
の 後 、 表 面 を 10mM Gly-HClで 再 生 し た 。
SPR実 験 の 結 果 に よ り N-末 端 抗 -hPTH 1 - 1 3 抗 体 の 立 体 配 置 特 異 性 は 以 下 の 様 に 証 明 さ れ る ：
図 10に お い て 、 PTH配 列 1-6お よ び 7-13は 抗 -hPTH 1 - 1 3 抗 体 の 結 合 に つ い て 単 独 で は 競 合 で
き ず 、 従 っ て 抗 体 結 合 に 重 要 で あ る 。 PTH 1 - 1 3 は PTHの 本 発 明 の 抗 体 へ の 結 合 を 阻 害 す る 。
こ の デ ー タ は 本 発 明 の 抗 体 は PTH 1 - 6 お よ び PTH 7 - 1 3 断 片 両 方 の 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 結 合 す
る こ と を 示 し て い る 。 結 合 の た め に は 、 少 な く と も 13ア ミ ノ 酸 か ら な る イ ン タ ク ト な 全 三
次 元 エ ピ ト ー プ が 存 在 し て い な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
図 11は N-末 端 の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 番 お よ び ２ 番 が N-末 端 抗 -PTH抗 体 の 結 合 に 重 要 で あ る こ と
を 示 し て い る 。 こ の 最 初 の ア ミ ノ 酸 の 除 去 は 正 し い 立 体 配 置 構 造 が 失 わ れ る の で 抗 体 の 結
合 性 を 顕 著 に 低 下 さ せ る 。 こ の 点 に つ い て 、 ペ プ チ ド PTH 1 - 3 4 お よ び PTH 2 - 3 4 は PTHの 本 発
明 の 抗 体 へ の 結 合 に 対 す る 最 も 強 い 阻 害 を 示 す 。
図 12に お い て 、 残 基 10～ 13番 （ 特 に 13番 ） の 除 去 は N-末 端 抗 -PTH抗 体 の 結 合 を 制 限 す る 。
PTHペ プ チ ド PTH 1 - 6 お よ び PTH 1 - 7 は PTH 1 - 8 4 の 本 発 明 の 抗 体 へ の 結 合 を 阻 害 せ ず 、 結 合 の 阻
害 は 阻 害 ペ プ チ ド の 大 き さ が PTH 1 - 1 0 か ら PTH 1 - 1 3 へ 増 加 す る と 順 次 顕 著 に な っ て い く 。
図 13に お い て 、 N-末 端 PTHペ プ チ ド 1-34、 1-38お よ び 1-84は PTHの N-末 端 工 程 へ の 結 合 を PT
H 1-13よ り も 強 く 阻 害 し て い る 。 こ れ ら の 結 果 は PTH 1-13ペ プ チ ド は 、 立 体 配 置 的 で は あ
る が 、 よ り 大 き な PTH分 子 の 一 部 で あ る 場 合 に PTHア ミ ノ 酸 1-13が と る で あ ろ う 三 次 元 配 置
と 正 確 に 同 じ に は フ ォ ー ル デ ィ ン グ し な い こ と を 示 し て お り 、 更 に 、 イ ン タ ク ト な 生 理 活
性 N-末 端 PTH 1 - 1 3 抗 体 の 固 有 の 立 体 配 置 結 合 を 示 し て い る 。
こ れ ら の 結 果 を ま と め る と 、 抗 体 結 合 に つ い て 重 要 な 決 定 基 で あ る 、 ２ つ の 別 個 の PTH領
域 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ N-末 端 領 域 ア ミ ノ 酸 1-2お よ び 10-13） が 明 ら か に さ れ る 。 こ れ ら の
領 域 は PTHの 直 線 配 列 中 で 隣 接 し て い な い の で 、 イ ン タ ク ト な 生 理 活 性 N-末 端 抗 ― PTH 1 - 1 3
抗 体 は PTHの 立 体 配 置 （ 非 直 線 ） エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
実 施 例 ６
高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC）
被 験 者 か ら 生 物 学 的 サ ン プ ル を 抽 出 し 、 0.1％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ TFA） 中 の 80％ ア セ ト ニ
ト リ ル で 溶 出 し た 。 得 ら れ た 濃 縮 サ ン プ ル を ス ピ ー ド ヴ ァ キ ュ ー ム で 乾 燥 さ せ た 。 次 に 乾
燥 サ ン プ ル を 最 少 体 積 （ 例 え ば 0.5ml） の 0.1％ TFA中 に 溶 解 し た 。
HPLCは 分 析 用 C18カ ラ ム で 行 い 、 流 速 1.5ml/分 と し 、 0.1％ TFA中 の 直 線 ア セ ト ニ ト リ ル 勾
配 を か け 、 1.0分 間 画 分 を 集 め た 。 次 に 濃 縮 画 分 を ス ピ ー ド ヴ ァ キ ュ ー ム で 乾 燥 さ せ た 。
得 ら れ た 画 分 を 続 い て リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） 中 の 0.7％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA
） 中 で 可 溶 化 し た 。 続 い て こ れ ら の 画 分 を Nichols Institute Diagnostics （ NID） （ ニ
コ ー ル ・ イ ン ス テ ィ チ ュ ー ト ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス ） Advantage（ ア ド バ ン テ ー ジ ） に
て イ ン タ ク ト PTHを 用 い て ア ッ セ イ し 、 続 い て 、 バ イ オ -イ ン タ ク ト ア ッ セ イ （ す な わ ち 、
本 発 明 の ア ッ セ イ ） お よ び PTH 1 - 3 8 ア ッ セ イ を 行 っ た 。
NIDイ ン タ ク ト PTHア ッ セ イ は PTH 7 - 8 4 お よ び PTH 1 - 8 4 を 認 識 す る 。 バ イ オ -イ ン タ ク ト ア ッ
セ イ は PTH 1 - 8 4 を 認 識 す る が PTH 7 - 8 4 を 認 識 し な い （ 図 ３ ） 。 PTH 1 - 3 8 ア ッ セ イ は PTH 1 - 8 4 、
PTH 1 - 3 4 、 PTH 1 - 3 8 を 認 識 す る が PTH 7 - 8 4 を 認 識 し な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
HPLC実 験 の 結 果 は HPLCは 化 学 的 に 合 成 し た PTH断 片 （ PTH 1 - 8 4 、 PTH 1 - 3 4 、 PTH 1 - 3 8 、 お よ び
PTH 7 - 8 4 ） を 分 離 す る こ と を 示 し て い る （ 図 14A） 。 NIDア ッ セ イ に よ っ て 検 出 さ れ た よ う
に 、 HPLCは 患 者 サ ン プ ル 中 の PTHを 主 と し て ２ つ の 主 要 ピ ー ク に 分 離 す る 。 最 初 の ピ ー ク
は PTH 7 - 8 4 断 片 に 対 応 し 、 ２ 番 目 の ピ ー ク は PTH 1 - 8 4 に 対 応 す る （ 図 ３ 、 14B、 15Aお よ び 15
B） 。 当 業 者 で あ れ ば 分 か る よ う に 実 際 の 保 持 時 間 は 変 動 す る で あ る 。
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本 発 明 の 抗 体 を 用 い た 本 発 明 の ア ッ セ イ に よ り 、 お そ ら く イ ン タ ク ト な ア ミ ノ 末 端 部 分 を
有 す る PTH断 片 に 対 応 す る さ ら な る ピ ー ク を 検 出 す る こ と も 可 能 で あ る 。
ヒ ト 血 清 患 者 サ ン プ ル の HPLC分 析 に よ り 、 イ ン タ ク ト な PTH 1 - 8 4 の み を 検 出 す る と い う 本
抗 体 の 特 異 性 を 証 明 す る と い う 点 で 、 イ ン タ ク ト な 生 理 活 性 N-末 端 抗 -PTH 1 - 1 3 抗 体 の 臨 床
的 有 用 性 が こ こ で も 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
種 々 の 刊 行 物 お よ び ／ ま た は 文 献 が 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ て お り 、 そ れ ら の 内 容 は 引
用 に よ り 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る も の と す る 。
本 発 明 は 種 々 の 特 定 の 実 施 例 お よ び 実 施 態 様 に つ い て 記 載 さ れ て き た が 、 本 発 明 は そ れ ら
に 限 定 さ れ ず 、 請 求 の 範 囲 に て 種 々 に 実 施 で き る こ と は 言 う ま で も な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 手 順 の 模 式 的 図 解 で あ る 。
【 図 ２ 】 添 加 (spiked)PTH（ ピ コ モ ル ） に 対 す る 観 察 さ れ た PTH濃 度 （ ピ コ モ ル ） の グ ラ フ
を 表 す 。 添 加 PTHは ア ッ セ イ 反 応 中 に 加 え た 特 定 の 量 の PTHを ピ コ モ ル で 表 し た も の と し て
定 義 さ れ る 。 図 ２ (A)は Nichols Advantage－ イ ン タ ク ト PTHア ッ セ イ を 図 示 し た も の で あ
る 。 図 ２ (B)は 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た バ イ オ － イ ン タ ク ト PTHア ッ セ イ を 図 示 し た も の で あ
る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 （ 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た ） バ イ オ － イ ン タ ク ト PTHお よ び （ Nichols Adv
antage－ イ ン タ ク ト PTHア ッ セ イ を 用 い た ） イ ン タ ク ト － PTHの 画 分 番 号 に 対 す る PTH濃 度
の グ ラ フ で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る と （ バ イ オ イ ン タ ク ト PTH） 、 断 片 、 PTH 7 - 8 7 に 対
応 す る ピ ー ク が 存 在 し な い こ と に 注 意 せ よ 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 「 競 合 因 子 」 濃 度 （ ピ コ モ ル ） の 関 数 と し て の 観 察 さ れ た PTH濃 度 （ ピ
コ モ ル ） の グ ラ フ で あ る 。 競 合 因 子 は PTHの ア ミ ノ 酸 1-34番 、 2-34番 、 3-34番 、 4-34番 、
お よ び 5-34番 か ら な る PTHペ プ チ ド で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 バ イ オ － イ ン タ ク ト PTH濃 度 （ ピ コ グ ラ ム /ml） に 対 す る 変 動 の パ ー セ ン
テ ー ジ 用 量 係 数 の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 「 正 常 な 」 被 験 者 に 関 す る Nichols Advantageイ ン タ ク ト － PTH濃 度 （ ピ
コ グ ラ ム /ml） に 対 す る バ イ オ － イ ン タ ク ト PTH濃 度 （ ピ コ グ ラ ム /ml） の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 腎 機 能 が 損 傷 し た 被 験 者 に 関 す る Nichols Advantageイ ン タ ク ト － PTH濃
度 （ ピ コ グ ラ ム /ml） に 対 す る バ イ オ － イ ン タ ク ト PTH濃 度 （ ピ コ グ ラ ム /ml） の グ ラ フ で
あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 慢 性 腎 不 全 の 患 者 に 関 す る Nichols Advantageイ ン タ ク ト － PTH濃 度 （ ピ
コ グ ラ ム /ml） に 対 す る バ イ オ － イ ン タ ク ト PTH濃 度 （ ピ コ グ ラ ム /ml） の グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 バ イ オ － イ ン タ ク ト PTHに 関 す る 、 自 動 化 ICMA PTH濃 度 （ ピ コ グ ラ ム /ml
） に 対 す る 手 動 免 疫 放 射 定 量 ア ッ セ イ PTH濃 度 ピ コ グ ラ ム /ml） の グ ラ フ で あ る 。 ICMAは 免
疫 化 学 発 光 定 量 ア ッ セ イ (Immuno Chemiluminescence Metric Assay)と し て 定 義 さ れ る 。
バ イ オ － イ ン タ ク ト PTHは 、 本 発 明 の ア ッ セ イ で あ り 、 PTHは 本 発 明 の 抗 体 （ 例 え ば 、 検 出
（ タ グ ） 抗 体 と し て 抗 -PTH 1 - 1 3 抗 体 、 お よ び 、 捕 獲 抗 体 と し て 抗 -PTH 3 8 - 8 4 抗 体 ） に よ り
測 定 さ れ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 抗 -PTH 1 - 1 3 抗 体 に 対 す る PTHの 比 を 阻 害 性 PTHペ プ チ ド の 関 数 と し て
図 示 し た グ ラ フ で あ る 。 「 1-6」 は PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-6番 か ら な る ペ プ チ ド
の 使 用 を 示 す ； 「 7-13」 は PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 7－ 13番 か ら な る ペ プ チ ド の 使 用
を 示 す ； お よ び 、 「 1-13」 は 、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-13番 か ら な る ペ プ チ ド の
使 用 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 抗 -PTH 1 - 1 3 抗 体 に 対 す る PTHの 比 を 阻 害 性 PTHペ プ チ ド の 関 数 と し て
図 示 し た グ ラ フ で あ る 。 「 1-34」 は 、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-34番 か ら な る ペ プ
チ ド の 使 用 を 示 す ； 「 2-34」 は PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 2-34番 か ら な る ペ プ チ ド の
使 用 を 示 す ； 「 3-34」 は PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 3-34番 か ら な る ペ プ チ ド の 使 用 を
示 す ； 「 4-34」 は PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 4-34番 か ら な る ペ プ チ ド の 使 用 を 示 す ；
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お よ び 、 「 5-34」 は PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 5-34番 か ら な る ペ プ チ ド の 使 用 を 示 す
。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 抗 -PTH 1 - 1 3 抗 体 に 対 す る PTHの 比 を 阻 害 性 PTHペ プ チ ド の 関 数 と し て
図 示 し た グ ラ フ で あ る 。 「 1-6」 は 、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-6番 か ら な る ペ プ チ
ド の 使 用 を 示 す ； 「 1-7」 は 、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-7番 か ら な る ペ プ チ ド の 使
用 を 示 す ； 「 1-8」 は 、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-8番 か ら な る ペ プ チ ド の 使 用 を 示
す ； 「 1-9」 は 、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-9番 か ら な る ペ プ チ ド の 使 用 を 示 す ； 「 1
-10」 は 、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-10番 か ら な る ペ プ チ ド の 使 用 を 示 す ； 「 1-11」
は 、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-11番 か ら な る ペ プ チ ド の 使 用 を 示 す ； 「 1-12」 は 、 P
TH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-12番 か ら な る ペ プ チ ド の 使 用 を 示 す ； お よ び 、 「 1-13」 は
、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-13番 か ら な る ペ プ チ ド の 使 用 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 抗 -PTH 1 - 1 3 抗 体 に 対 す る PTHの 比 を 阻 害 性 PTHペ プ チ ド の 関 数 と し て
図 示 し た グ ラ フ で あ る 。 「 1-13」 は 、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-13番 か ら な る ペ プ
チ ド の 使 用 を 示 す ； 「 1-38」 は 、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-38番 か ら な る ペ プ チ ド
の 使 用 を 示 す ； 「 1-34」 は 、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-34番 か ら な る ペ プ チ ド の 使
用 を 示 す ； 「 1-84」 は 、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-84番 か ら な る ペ プ チ ド の 使 用 を
示 す ； お よ び 、 「 1-13」 は 、 PTH（ 配 列 番 号 １ ） の ア ミ ノ 酸 1-13番 か ら な る ペ プ チ ド の 使
用 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 保 持 時 間 （ 分 ） の 関 数 と し て PTH濃 度 （ ピ コ モ ル ） の グ ラ フ を 表 し た も の で あ
る 。 図 14（ A） は PTH標 準 品 （ PTH 1 - 8 4 ； PTH 7 - 8 4 ； PTH 1 - 3 8 お よ び PTH 1 - 3 4 ） の HPLC測 定 値 を
表 し て い る 。 図 １ ４ （ B） は 、 「 高 」 PTH群 （ 例 え ば 、 200pg/mlよ り 高 い ） の HPLC測 定 値 を
表 し た も の で あ る 。 デ ー タ は 「 イ ン タ ク ト PTH」 （ 黒 い 菱 形 ） ； PTH 1 - 8 4 （ 黒 四 角 ） ； お よ
び PTH 1 - 3 8 （ 三 角 ） に つ い て 示 し て あ る 。
【 図 １ ５ 】 保 持 時 間 （ 分 ） の 関 数 と し て PTH濃 度 （ ピ コ モ ル ） の グ ラ フ を 表 し た も の で あ
る 。 図 １ ５ （ A） は 、 「 正 常 」 PTH群 に 関 す る HPLC測 定 値 を 表 し た 図 で あ る 。 デ ー タ は 「 イ
ン タ ク ト PTH」 （ 黒 菱 形 ） ； TH 1 - 8 4 （ 黒 四 角 ） ； お よ び PTH 1 - 3 8 （ 三 角 ） に つ い て 示 し て あ
る 。 図 １ ５ （ B） は 、 「 高 」 PTH群 （ 例 え ば 、 500pg/mlよ り 大 き い ） に 関 す る PLC測 定 値 を
表 し た 図 で あ る 。 デ ー タ は 「 イ ン タ ク ト PTH」 （ 黒 菱 形 ） ； TH 1 - 8 4 （ 黒 四 角 ） ； お よ び PTH

1 - 3 8 （ 三 角 ） に つ い て 示 し て あ る 。
【 図 １ ６ 】 保 持 時 間 （ 分 ） の 関 数 と し て PTH濃 度 （ ピ コ モ ル ） の グ ラ フ を 表 し た も の で あ
る 。 図 16（ A） は プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 因 子 無 し の サ ン プ ル に つ い て HPLC測 定 値 を 表 し た 図 で
あ る 。 図 16（ B） は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 因 子 を 含 む サ ン プ ル に つ い て HPLC測 定 値 を 表 し た
図 で あ る 。 デ ー タ は 「 イ ン タ ク ト PTH」 （ 黒 菱 形 ） ； TH 1 - 8 4 （ 黒 四 角 ） ； お よ び PTH 1 - 3 8 （
三 角 ） に つ い て 示 し て あ る 。
【 図 １ ７ 】 保 持 時 間 （ 分 ） の 関 数 と し て PTH濃 度 （ ピ コ モ ル ） の グ ラ フ を 表 し た も の で あ
る 。 図 １ ７ （ A） は 、 患 者 Kに つ い て HPLC測 定 値 を 表 し た 図 で あ る 。 図 １ ７ （ B） は 、 患 者 G
に つ い て HPLC測 定 値 を 表 し た 図 で あ る 。 図 １ ７ （ C） は 、 患 者 Pに つ い て HPLC測 定 値 を 表 し
た 図 で あ る 。 患 者 K、 G、 Pは 全 て 慢 性 腎 不 全 で あ っ た 。
【 図 １ ８ 】 観 察 さ れ た PTH濃 度 （ ピ コ モ ル ） を 「 競 合 因 子 」 濃 度 （ ピ コ モ ル ） の 関 数 と し
て 表 し た グ ラ フ で あ る 。 阻 害 因 子 は PTHの ア ミ ノ 酸 1-84番 、 7-84番 、 7-13番 、 1-6番 、 1-34
番 、 13-34番 お よ び 1-13番 か ら な る PTHペ プ チ ド で あ る 。
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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 】
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