
(57)【要約】
本発明は、心不全のｉｎ  ｖｉｔｒｏ診断に関する。更に特には、本発明は、プロＢＮＰ
（１－１０８）のヒンジ領域Ｒ 7 6Ｓ 7 7の何れかの側に位置するペプチドドメインの特異的
抗体に関する。特に、本発明は、前記抗体を取得する方法、及びＢＮＰ（１－７６）及び
ＢＮＰ（７７－１０８）以外の血中のプロＢＮＰ（１－１０８）を検出するための前記抗
体の使用に関する。本発明は、血中プロＢＮＰ（１－１０８）の検出方法、試薬及びその
キットにも関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 第 一 に 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ （ 配 列 番 号 ５ ） を 特 異 的 に
認 識 し 、 ペ プ チ ド Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は ペ プ チ ド Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質 的 に 認
識 せ ず 、 第 二 に 、 ヒ ト 血 清 又 は 血 漿 の 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的 に
認 識 す る 能 力 を 有 す る 、 こ と を 特 徴 と す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 （ 配 列 番
号 ４ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 （ 配 列 番 号
１ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 取 得 す る た め の
方 法 で あ っ て 、 動 物 を プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 分 子 全 体 で 免 疫 し 、 次 い で 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７
７ － １ ０ ８ ） ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド を 用 い て 、 得 ら れ た 抗 血 清
を 除 去 す る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 取 得 す る た め の
方 法 で あ っ て 、
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 ａ 1 － Ｘ 1 － Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ － Ｘ 2 － ａ 2 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
［ 式 中 、
ａ 1 は 、 水 素 原 子 で あ る か あ る い は チ オ ー ル 、 ア ル コ ー ル 、 ア ミ ノ キ シ 、 第 一 ア ミ ン も し
く は 第 二 ア ミ ン 官 能 基 、 ア ミ ノ カ ル ボ キ シ ル 基 、 ビ オ チ ニ ル 基 及 び ア セ チ ル 基 か ら 選 ば れ
る 官 能 基 又 は 化 学 基 を 表 し 、
Ｘ 1 は 、 ０ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 又 は 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
Ｘ 2 は 、 ０ ～ ７ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
ａ 2 は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 、 Ｎ Ｈ 2 官 能 基 又 は ア ル コ キ シ 基 を 表 す 。 ]
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ ア ミ ノ 酸 Ｙ 7 0 、 Ｔ 7 1 、 Ｌ 7 2 、 Ｋ 7 9 、 Ｍ 8 0 、 Ｖ 8 1 、 Ｑ 8 2 、 Ｇ 8 3 、 Ｓ 8 4 及 び Ｇ 8 5 の 内 の １ 以
上 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た 配 列 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ （ Ｉ
Ｉ ） 又 は 配 列 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で あ っ て 、 Ｘ
が 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な
い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ が 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の
配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 配 列 に 由 来 す る 配 列 を 含 む ペ プ チ ド ；
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－ 配 列 Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ （ Ｃ １ ３
Ｐ ３ ０ ： 配 列 番 号 １ ６ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
－ 配 列 Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ （ Ｃ Ｎ ３ ２ ：
配 列 番 号 １ ０ ９ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
か ら 選 ば れ る ペ プ チ ド で 動 物 を 免 疫 し 、 次 い で 、 場 合 に よ り 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ペ
プ チ ド 及 び ／ 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド を 用 い て 、 得 ら れ た 抗 血 清 を 除 去 す る 前 記
方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ
リ ド ー マ を 取 得 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 ａ 1 － Ｘ 1 － Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ － Ｘ 2 － ａ 2 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
［ 式 中 、
ａ 1 は 、 水 素 原 子 で あ る か あ る い は チ オ ー ル 、 ア ル コ ー ル 、 ア ミ ノ キ シ 、 第 一 ア ミ ン も し
く は 第 二 ア ミ ン 官 能 基 、 ア ミ ノ カ ル ボ キ シ ル 基 、 ビ オ チ ニ ル 基 及 び ア セ チ ル 基 か ら 選 ば れ
る 官 能 基 又 は 化 学 基 を 表 し 、
Ｘ 1 は 、 ０ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
Ｘ 2 は 、 ０ ～ ７ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
ａ 2 は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 、 Ｎ Ｈ 2 官 能 基 又 は ア ル コ キ シ 基 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ ア ミ ノ 酸 Ｙ 7 0 、 Ｔ 7 1 、 Ｌ 7 2 、 Ｋ 7 9 、 Ｍ 8 0 、 Ｖ 8 1 、 Ｑ 8 2 、 Ｇ 8 3 、 Ｓ 8 4 及 び Ｇ 8 5 の 内 の １ 以
上 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た 配 列 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ （ Ｉ
Ｉ ） 又 は 配 列 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で あ っ て 、 Ｘ
が 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な
い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ が 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の
配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 配 列 に 由 来 す る 配 列 を 含 む ペ プ チ ド ；
－ 配 列 Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ （ Ｃ １ ３
Ｐ ３ ０ ： 配 列 番 号 １ ６ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
－ 配 列 Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ （ Ｃ Ｎ ３ ２ ：
配 列 番 号 １ ０ ９ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
か ら 選 ば れ る ペ プ チ ド で 動 物 を 免 疫 し 、
イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 泌 リ ン パ 球 を 当 該 動 物 か ら 採 取 し 、 そ し て 、
当 該 リ ン パ 球 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 し て 、 少 な く と も 一 種 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 泌 ハ イ
ブ リ ド ー マ を 取 得 す る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 式 （ Ｉ Ｉ ） の 前 記 ペ プ チ ド が 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 （ 配 列
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番 号 ４ ） を 有 す る 、 請 求 項 ５ 又 は ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 式 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） の 前 記 ペ プ チ ド が 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 （ 配 列
番 号 １ ０ ８ ） を 有 す る 、 請 求 項 ５ 又 は ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ６ ～ ８ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ９ 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 生 物 学 的 試 料 を 請 求 項 １ ～ ３ 及 び １ ０ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８
） 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、 及 び 当 該 試 料 中 の 前 記 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る
こ と を 含 む 、 ヒ ト の 心 不 全 の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ヒ ト の 心 不 全 の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 診 断 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 生 物 学 的 試 料 を 請 求 項 １ ～ ３ 及 び １ ０ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０
８ ） 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、
ｂ ） 抗 原 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 当 該 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と
、 及 び
ｃ ） 当 該 一 次 複 合 体 中 に 存 在 す る 前 記 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 特 異 的 に 結 合 す る こ と
が で き る 標 識 検 出 抗 体 、 又 は 当 該 一 次 複 合 体 中 に 存 在 す る 前 記 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ）
に 対 す る 抗 体 に 結 合 す る こ と が で き る 標 識 検 出 抗 原 を 場 合 に よ り 使 用 し て 、 形 成 さ れ た 抗
原 抗 体 複 合 体 を 明 ら か に す る こ と 、
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 明 ら か に さ れ た 抗 原 抗 体 複 合 体 の 量 を 、 人 の 臨 床 症 状 と 相 関 さ せ る た め の ス テ ッ プ
ｄ ） を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ 及 び １ ０ の い ず れ か １ 項 記 載 の 少 な く と も 一 つ の 抗 体 を 含 む 、 生 物 学 的 な
試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ４ 記 載 の 生 物 学 的 な 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る た め の キ ッ
ト で あ っ て 、
（ ｉ ） 一 つ の 容 器 に は 、 請 求 項 １ ～ ３ 及 び １ ０ の い ず れ か １ 項 記 載 の 少 な く と も 一 つ の 抗
体 を 、
（ ｉ ｉ ） も う 一 つ の 容 器 に は 、
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 ａ 1 － Ｘ 1 － Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ － Ｘ 2 － ａ 2 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
［ 式 中 、
ａ 1 は 、 水 素 原 子 で あ る か あ る い は チ オ ー ル 、 ア ル コ ー ル 、 ア ミ ノ キ シ 、 第 一 ア ミ ン も し
く は 第 二 ア ミ ン 官 能 基 、 ア ミ ノ カ ル ボ キ シ ル 基 、 ビ オ チ ニ ル 基 及 び ア セ チ ル 基 か ら 選 ば れ
る 官 能 基 又 は 化 学 基 を 表 し 、
Ｘ 1 は 、 ０ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
Ｘ 2 は 、 ０ ～ ７ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
ａ 2 は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 、 Ｎ Ｈ 2 官 能 基 又 は ア ル コ キ シ 基 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
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［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ ア ミ ノ 酸 Ｙ 7 0 、 Ｔ 7 1 、 Ｌ 7 2 、 Ｋ 7 9 、 Ｍ 8 0 、 Ｖ 8 1 、 Ｑ 8 2 、 Ｇ 8 3 、 Ｓ 8 4 及 び Ｇ 8 5 の 内 の １ 以
上 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た 配 列 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ （ Ｉ
Ｉ ） 又 は 配 列 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で あ っ て 、 Ｘ
が 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な
い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ が 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の
配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 配 列 に 由 来 す る 配 列 を 含 む ペ プ チ ド ；
－ 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 （ 配 列 番 号 ４ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
－ 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 （ 配 列 番 号 １ ０ ９ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
－ 配 列 Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ （ Ｃ １ ３
Ｐ ３ ０ ： 配 列 番 号 １ ６ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
－ 配 列 Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ （ Ｃ Ｎ ３ ２ ：
配 列 番 号 １ ０ ９ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
か ら 選 ば れ る 少 な く と も 一 つ の ペ プ チ ド
を 含 む 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 ａ 1 － Ｘ 1 － Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ － Ｘ 2 － ａ 2 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
［ 式 中 、
ａ 1 は 、 水 素 原 子 で あ る か あ る い は チ オ ー ル 、 ア ル コ ー ル 、 ア ミ ノ キ シ 、 第 一 ア ミ ン も し
く は 第 二 ア ミ ン 官 能 基 、 ア ミ ノ カ ル ボ キ シ ル 基 、 ビ オ チ ニ ル 基 及 び ア セ チ ル 基 か ら 選 ば れ
る 官 能 基 又 は 化 学 基 を 表 し 、
Ｘ 1 は 、 ０ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
Ｘ 2 は 、 ０ ～ ７ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
ａ 2 は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 、 Ｎ Ｈ 2 官 能 基 又 は ア ル コ キ シ 基 を 表 す 。 ]
で 表 さ れ る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 （ 配 列 番 号 ４ ） を 有 す る 、 請 求 項
１ ７ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
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［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ （ 配 列 番 号 １ ０ ８ ） を 有 す る 、
請 求 項 １ ９ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 Ｙ 7 0 、 Ｔ 7 1 、 Ｌ 7 2 、 Ｋ 7 9 、 Ｍ 8 0 、 Ｖ 8 1 、 Ｑ 8 2 、 Ｇ 8 3 、 Ｓ 8 4 及 び Ｇ 8 5 の 内 の １ 以
上 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た 配 列 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ （ Ｉ
Ｉ ） 又 は 配 列 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で あ っ て 、 Ｘ
が 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な
い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ が 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の
配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 配 列 に 由 来 す る 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 以 下 の 配 列 ；
配 列 番 号 １ ６ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
（ ペ プ チ ド 　 Ｃ １ ３ Ｐ ３ ０ ）
配 列 番 号 １ ０ ９ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ （
ペ プ チ ド 　 Ｃ Ｎ ３ ２ ）
配 列 番 号 ６ ： Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ
配 列 番 号 ７ ： ア セ チ ル － Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ
配 列 番 号 ８ ： Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ
配 列 番 号 ９ ： ア セ チ ル － Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ
配 列 番 号 １ ０ ： Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ
配 列 番 号 １ １ ： Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
配 列 番 号 １ ２ ： Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｇ － Ｃ
配 列 番 号 １ ３ ： ア セ チ ル － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｇ － Ｃ
配 列 番 号 １ １ ０ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ
配 列 番 号 １ １ １ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ
配 列 番 号 １ １ ２ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ
配 列 番 号 １ １ ３ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ
配 列 番 号 １ ９ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － β
Ａ
配 列 番 号 ２ ０ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ａ － Ｔ － β
Ａ
配 列 番 号 １ １ ４ ： ア セ チ ル － Ｃ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ
配 列 番 号 １ １ ５ ： Ｃ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ
配 列 番 号 １ １ ６ ： Ｃ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ
配 列 番 号 １ １ ７ ： Ｃ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
配 列 番 号 １ １ ８ ： Ｃ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ
配 列 番 号 １ １ ９ ： Ｃ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ
配 列 番 号 １ ２ ０ ： Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｃ
配 列 番 号 １ ２ １ ： Ｃ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ
配 列 番 号 １ ２ ２ ： Ｃ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド 及 び 前 記 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ペ プ チ ド を 実 質 的 に
除 き 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 前 記 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5

、 前 記 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及 び ／ 又 は 前 記 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7
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Ｐ を 特 異 的 に 認 識 し 、 ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特
異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 取 得 す る た め の 方 法 で あ
っ て 、 動 物 を 請 求 項 １ ６ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 記 載 の ペ プ チ ド で 免 疫 し 、 場 合 に よ り 、 前
記 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は 前 記 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド を 用 い て
、 得 ら れ た 抗 血 清 を 除 く 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド 及 び 前 記 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ペ プ チ ド を 実 質 的 に
除 き 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 前 記 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5

、 前 記 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及 び ／ 又 は 前 記 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7

Ｐ を 特 異 的 に 認 識 し 、 ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特
異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
を 取 得 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 動 物 を 請 求 項 １ ６ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 記 載 の ペ プ チ ド
で 免 疫 し 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 泌 リ ン パ 球 を 当 該 動 物 か ら 採 取 し 、 そ し て 、 前 記 リ ン パ 球
を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 し 、 少 な く と も 一 種 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 泌 ハ イ ブ リ ド ー マ を 取
得 す る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 、 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８
） 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 又 は 配 列
Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 を 特 異 的 に 認 識 す る 、 請 求 項 ２ ５ 記 載 の 抗 プ ロ
Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ 得 る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 ２ ７ 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 Ｃ Ｎ Ｃ Ｍ に 番 号 Ｃ Ｎ Ｃ Ｍ 　 Ｉ － ３ ０ ７ ３ で 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ に よ っ て 分
泌 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 生 物 学 的 試 料 を 請 求 項 ２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 及 び ２ ９ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （
１ － １ ０ ８ ） 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、 及 び 当 該 試 料 中 の 前 記 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を
検 出 す る こ と を 含 む 、 ヒ ト の 心 不 全 の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ヒ ト の 心 不 全 の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 診 断 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 生 物 学 的 試 料 を 請 求 項 ２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 及 び ２ ９ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ
（ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、
ｂ ） 抗 原 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 当 該 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と
、 及 び
ｃ ） 当 該 一 次 複 合 体 中 に 存 在 す る 前 記 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 特 異 的 に 結 合 す る こ と
が で き る 標 識 検 出 抗 体 、 又 は 当 該 一 次 複 合 体 中 に 存 在 す る 前 記 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ）
に 対 す る 抗 体 に 結 合 す る こ と が で で き る 標 識 検 出 抗 原 を 場 合 に よ り 使 用 し て 、 形 成 さ れ た
抗 原 抗 体 複 合 体 を 明 ら か に す る こ と 、
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 明 ら か に さ れ た 抗 原 抗 体 複 合 体 の 量 を 人 の 臨 床 症 状 と 相 関 さ せ る た め の ス テ ッ プ ｄ ） を
更 に 含 む 、 請 求 項 ３ １ 記 載 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 請 求 項 ２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 及 び ２ ９ 記 載 の 少 な く と も 一 つ の 抗 体 を 含 む 、 生 物 学 的 試 料 中
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の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 １ ６ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 記 載 の 少 な く と も 一 つ の ペ プ チ ド を ス タ ン ダ ー ド 及 び
／ 又 は コ ン ト ロ ー ル と し て 含 む 、 生 物 学 的 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る
た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 生 物 学 的 な 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
－ 一 つ の 容 器 に 、 請 求 項 ２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 及 び ２ ９ 記 載 の 少 な く と も 一 つ の 抗 体 を 、
－ も う 一 つ の 容 器 に 、 請 求 項 １ ６ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 記 載 の 少 な く と も 一 つ の ペ プ チ ド
を 含 む 、 生 物 学 的 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る た め の 前 記 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 心 室 性 心 不 全 の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 診 断 の 分 野 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 鬱 血 性 の 心 不 全 は 、 特 に 高 齢 の 人 に は 、 一 般 的 な 臨 床 症 状 で あ る 。 鬱 血 性 の 心 不 全 は 、
通 常 、 運 動 に 伴 う 咳 、 疲 労 及 び 抹 消 性 浮 腫 の 出 現 な ど の 非 特 異 的 症 状 を 、 知 ら な い 間 に 引
き 起 こ す か た ち で 現 れ る 。 診 断 は 、 月 並 み に 、 臨 床 的 兆 候 [４ つ の ス テ ー ジ 、 す な わ ち Ｎ
Ｙ Ｈ Ａ （ つ ま り 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 心 臓 協 会 ） の ス テ ー ジ Ｉ ～ Ｉ Ｖ に 分 類 さ れ る ]、 心 エ コ ー
検 査 法 、 シ ン チ グ ラ フ ィ 、 運 動 テ ス ト 等 の 種 々 の パ ラ メ ー タ ー の 研 究 に 基 い て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 心 疾 患 の 重 大 さ 、 ま た そ の 治 療 の 高 コ ス ト の た め 、 当 該 症 状 の 早 期 診 断 が 、 明 ら か に 大
い に 望 ま れ て い る 。 す な わ ち 、 当 該 早 期 診 断 に よ り 、 重 度 の 心 不 全 の 症 状 の 急 速 な 進 行 を
回 避 で き る 。 そ の た め に は 、 人 の 心 不 全 の 危 険 の 確 認 が 必 要 と さ れ る 。 こ の こ と は ま た 、
よ り 速 く 、 よ り 簡 便 で 、 か つ 高 価 で な い 治 療 モ ニ タ リ ン グ の 採 用 を 可 能 に し て い る 。 不 幸
な こ と に 、 十 分 満 足 で き 、 か つ 実 に 参 考 と な る 疾 患 の 診 断 方 法 は 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 長 年 に 渡 り 、 心 不 全 を 予 測 す る 症 状 が 起 こ る 前 の マ ー カ ー が 捜 し 求 め ら れ て き た 。 こ の
点 に 関 し 、 心 臓 肥 大 が ナ ト リ ウ ム 排 泄 増 加 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド を 生 産 し 、 分 泌 す る と い
う 事 実 が 説 明 さ れ て き た 。 す な わ ち 、 心 房 性 起 源 の ペ プ チ ド 、 Ａ Ｎ Ｐ （ atrial natriuren
ic peptide） が 、 Bold et al.,  1981,vol.28(1):89-94に よ り 、 ラ ッ ト で 発
見 さ れ 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ brain natriurenic peptide） と 呼 ば れ る 心 室 起 源 の ナ ト リ ウ ム 排 泄 増
加 性 ペ プ チ ド が 、 Sudoh et al.,  1988,Vol.332:78-81に よ り 、 豚 で 、 続 い て ヒ ト で
発 見 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｂ Ｎ Ｐ 前 駆 体 は 、 前 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ３ ４ ） で あ り 、 心 臓 肥 大 で は 分 子 を 前 プ ロ Ｂ Ｎ
Ｐ （ １ － １ ３ ４ ） の 形 態 で 貯 蔵 し て い る 。 当 該 前 駆 体 が 断 さ れ る と 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 及
び プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） が 放 出 さ れ る 。 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） は 、 １ ０ ８ の ア ミ
ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド か ら な り 、 そ の 配 列 は 、
Ｈ 1 Ｐ Ｌ Ｇ Ｓ Ｐ Ｇ Ｓ Ａ Ｓ Ｄ Ｌ Ｅ Ｔ Ｓ Ｇ Ｌ Ｑ Ｅ Ｑ Ｒ Ｎ Ｈ Ｌ Ｑ Ｇ Ｋ Ｌ Ｓ Ｅ Ｌ Ｑ Ｖ Ｅ Ｑ Ｔ Ｓ Ｌ Ｅ
Ｐ Ｌ Ｑ Ｅ Ｓ Ｐ Ｒ Ｐ Ｔ Ｇ Ｖ Ｗ Ｋ Ｓ Ｒ Ｅ Ｖ Ａ Ｔ Ｅ Ｇ Ｉ Ｒ Ｇ Ｈ Ｒ Ｋ Ｍ Ｖ Ｌ Ｙ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7

Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ Ｃ Ｆ Ｇ Ｒ Ｋ Ｍ Ｄ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｇ Ｌ Ｇ Ｃ Ｋ Ｖ Ｌ Ｒ Ｒ Ｈ 1 0 8

（ 配 列 番 号 １ ） で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） は 、 分 泌 前 及 び ／ 又 は 分 泌 中 に 、 ア ミ ノ 酸 Ａ ｒ ｇ ７ ６ と Ｓ ｅ
ｒ ７ ７ と の 間 で 切 断 さ れ 、 ま ず 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ － ３ ２ 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ １
－ ３ ２ ） と も 言 わ れ る Ｂ Ｎ Ｐ 、 及 び プ ロ ホ ル モ ン の Ｎ － 末 端 部 分 、 す な わ ち プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ の
Ｎ － 末 端 フ ラ グ メ ン ト 又 は Ｎ Ｔ － プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ と も 言 わ れ る Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） に な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 Ｂ Ｎ Ｐ 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 、 す な わ ち 血 管 に 作 用 す る 形 態 の 分 子 は 、 ３ ２ の ア
ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド か ら な り 、 そ の 配 列 は 、
Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ Ｃ Ｆ Ｇ Ｒ Ｋ Ｍ Ｄ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｇ Ｌ Ｇ Ｃ Ｋ Ｖ Ｌ Ｒ Ｒ Ｈ 1 0 8

（ 配 列 番 号 ２ ） で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｎ Ｔ － プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） は 、 次 の 配 列 、
Ｈ 1 Ｐ Ｌ Ｇ Ｓ Ｐ Ｇ Ｓ Ａ Ｓ Ｄ Ｌ Ｅ Ｔ Ｓ Ｇ Ｌ Ｑ Ｅ Ｑ Ｒ Ｎ Ｈ Ｌ Ｑ Ｇ Ｋ Ｌ Ｓ Ｅ Ｌ Ｑ Ｖ Ｅ Ｑ Ｔ Ｓ Ｌ Ｅ
Ｐ Ｌ Ｑ Ｅ Ｓ Ｐ Ｒ Ｐ Ｔ Ｇ Ｖ Ｗ Ｋ Ｓ Ｒ Ｅ Ｖ Ａ Ｔ Ｅ Ｇ Ｉ Ｒ Ｇ Ｈ Ｒ Ｋ Ｍ Ｖ Ｌ Ｙ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6

（ 配 列 番 号 ３ ） を 構 成 す る プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の ７ ６ の Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 か ら な る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 血 中 の ホ ル ホ ン の Ｂ Ｎ Ｐ 、 す な わ ち Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） は 、 心 室 ジ ス ト ロ フ ィ ー を
示 す 患 者 で は 高 値 で あ っ た 。 そ の 上 、 血 漿 中 の Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） の ア ッ セ イ で は 、
心 室 心 不 全 を 予 測 す る マ ー カ ー と し て Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） の 使 用 を 説 明 し て き た 。
　 し か し な が ら 、 ホ ル モ ン の Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） が 比 較 的 不 安 定 で あ る こ と は 良 く 知
ら れ て い る 。 そ の 結 果 と し て 、 ア ッ セ イ に は 特 別 の 措 置 が 必 要 で あ る （ Davidson, N.C.et
 al.,  1995,91:1276； Gobinet-Georges et al., .2000; 38
:519-23） 。 加 え て 、 Ｂ Ｎ Ｐ の 半 減 期 は 非 常 に 短 く 、 そ の 血 漿 濃 度 は あ ま り 高 く な い 。 そ
の 結 果 、 心 不 全 の 危 険 に お い て は 、 人 に よ っ て は 、 一 定 の 偽 陰 性 の 結 果 が 観 察 さ れ る 。 従
っ て 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） の ア ッ セ イ は 、 Ｎ Ｙ Ｈ Ａ 分 類 の ス テ ー ジ Ｉ の 患 者 と 健 常 人
と を 正 し く 識 別 す る こ と が で き な い （ Clerico A.et al., . 1998;21:
170-9； Del Ry S, et al., .2000;60:81-90） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 当 該 困 難 を 解 決 す る た め に 、 特 許 出 願 国 際 公 開 第 ９ ３ ／ ２ ４ ５ ３ １ 号 パ ン フ レ ッ ト は 、
Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） （ プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ の Ｎ － 末 端 フ ラ グ メ ン ト ） 、 す な わ ち Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １
０ ８ ） ホ ル モ ン と 比 べ て 長 い 半 減 期 を 有 す る 多 数 の 化 合 物 の 検 出 に 基 く 、 心 不 全 の ｉ ｎ  
ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 診 断 方 法 を 記 載 し て い る 。 し か し な が ら 、 当 該 方 法 は 、 出 願 の 国 際 公 開 第 ９ ３
／ ２ ４ ５ ３ １ 号 パ ン フ レ ッ ト で は 、 血 液 試 料 中 の Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） で 実 施 す る の は 簡 単
で は な い と 考 え ら れ る と 記 載 し て い る 。 事 実 、 示 し た 実 施 例 の み が う ま く い き 、 実 際 の 血
清 で は 、 合 成 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド Ｂ Ｎ Ｐ （ ４ ７ － ６ ４ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） の 配 列 を 使
用 す る と 、 標 準 的 レ ン ジ で 得 ら れ た 。 こ の 欠 点 を 克 服 す る に は 、 そ れ 以 来 、 非 常 に 洗 練 さ
れ た 自 動 シ ス テ ム が 必 要 で あ る こ と が 判 っ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 論 文 Hunt et al., , vol.214(3
), 1995,pp.1175-1183は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ３ ） の Ｎ － 末 端 フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 抗 血
清 を 含 む 、 心 不 全 に 苦 し む 患 者 の 血 漿 を 用 い る Ｂ Ｎ Ｐ の 競 争 的 Ｒ Ｉ Ａ ア ッ セ イ を 記 述 し て
い る 。 当 該 論 文 は 、 心 不 全 患 者 に お い て 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） の 濃 度 、 こ れ は Ｂ Ｎ Ｐ (７
７ － １ ０ ８ )の 濃 度 と 非 常 に 良 い 相 関 を 示 す が 、 こ の 濃 度 が 、 コ ン ト ロ ー ル の 人 に 観 察 さ
れ る 濃 度 と 比 べ る と 非 常 に 高 い こ と を 、 は っ き り と 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 し か し な が ら 、 血 漿 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） の み を 特 異 的 に 抽 出 す る た め に 記 載 さ れ た プ ロ
ト コ ー ル は 、 Ｓ ｅ ｐ － ｐ ａ ｋ 　 Ｃ １ ８ （ 登 録 商 標 ） カ ー ト リ ッ ジ （ Millipore－ Waters）
上 で 血 漿 を 抽 出 し た 後 に 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 す 必 要 が あ る た め 、 複 雑 で あ
る 。 そ の 上 、 当 該 論 文 は 、 こ の よ う に し て 使 用 さ れ て き た Ｒ Ｉ Ａ ア ッ セ イ で は 、 プ ロ Ｂ Ｎ
Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） は 認 識 で き る ほ ど 現 れ て こ な い こ と を 強 調 し て い る 。 こ の こ と は 、 む し
ろ 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） は 心 臓 組 織 か ら 循 環 系 へ 分 泌 さ れ る が 、 そ の 後 、 Ｎ － 末 端
ア ミ ノ 酸 の 切 断 に よ り 、 非 常 に 早 く 小 さ な ペ プ チ ド に 分 解 し て い く 、 こ と を 示 唆 し て い る
。 あ る い は 、 当 該 論 文 に よ れ ば 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） は 、 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０
８ ） 抗 血 清 が そ れ に 結 合 で き な い よ う に 存 在 し て い る 。 最 後 に 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） （ プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ の Ｎ － 末 端 フ ラ グ メ ン ト ） は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） よ り も あ る い は プ ロ Ｂ Ｎ
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Ｐ の Ｎ － 末 端 フ ラ グ メ ン ト よ り も 、 心 臓 機 能 障 害 の よ り 特 異 的 な マ ー カ ー で あ る と さ え 示
唆 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 論 文 Karl et al., .,1999,59(Suppl 230):177-181は 、 特 許 出
願 の 国 際 公 開 第 ９ ３ ／ ２ ４ ５ ３ １ 号 パ ン フ レ ッ ト の 方 法 と 類 似 し た 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ）
を 検 出 す る 方 法 を 記 述 し て い る が 、 患 者 の 試 料 に つ い て 得 ら れ た 結 果 は 示 し て い な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 論 文 Schulz et al., .,2001,vol.61,pp.33-42は ま た 、 Ｂ Ｎ Ｐ
（ １ － ７ ６ ） （ プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ の Ｎ － 末 端 フ ラ グ メ ン ト ） に 特 異 的 な ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、
す な わ ち 、 抽 出 せ ず に 、 当 該 フ ラ グ メ ン ト の ア ミ ノ 酸 １ － ２ １ に 対 す る 抗 血 清 を 使 用 す る
ア ッ セ イ を 記 述 し て い る 。 著 者 は 、 心 室 心 不 全 の 診 断 に お け る Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ア ッ セ
イ の 利 点 と 、 ま た Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） の ア ッ セ イ と の 良 好 な 相 関 関 係 を 確 認 し て い る
。 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 種 々 の 循 環 形 態 の 研 究 に お い て 、 著 者 は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １
－ １ ０ ８ ） が 、 プ ロ ホ ル モ ン そ の も の の 形 及 び 切 断 生 成 物 、 す な わ ち Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ）
（ プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ の Ｎ － 末 端 フ ラ グ メ ン ト ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） の 形 で 血 中 を 循 環 す
る と い う 仮 説 を 提 唱 し た 。 し か し な が ら 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ８ ０ ） の 可 能 性 の あ る 生 理
学 的 活 性 及 び 心 室 心 不 全 の 予 測 又 は 診 断 マ ー カ ー と し て の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ８ ０ ） の 診
断 上 の 価 値 に つ い て は 、 言 及 あ る い は 示 唆 が 全 く な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 論 文 Shimazu et al., ,2002,vol.316 pp.129-135は 、 血 中 の ヒ ト
Ｂ Ｎ Ｐ の 分 解 、 及 び 心 不 全 患 者 の 血 漿 中 の 免 疫 反 応 性 Ｂ Ｎ Ｐ の 循 環 分 子 形 に つ い て の 研 究
を 示 し て い る 。 当 該 研 究 で は 、 後 者 の 血 漿 で 、 ２ つ の 免 疫 反 応 性 Ｂ Ｎ Ｐ 形 、 す な わ ち 高 分
子 量 Ｂ Ｎ Ｐ （ ３ ６ Ｋ Ｄ で 、 こ れ は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ８ ０ ） の ト リ マ ー に 対 応 す る ） 及 び
低 分 子 量 Ｂ Ｎ Ｐ の 存 在 を 観 察 し て い る 。 低 分 子 量 Ｂ Ｎ Ｐ は 、 ホ ル モ ン の Ｂ Ｎ Ｐ － ３ ２ （ こ
こ で は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ３ ２ ） と 言 う ） の Ｎ － 末 端 の セ リ ン 及 び プ ロ リ ン が 欠 け た Ｂ Ｎ Ｐ －
３ ２ の 分 解 生 成 物 の 形 （ す な わ ち 、 脱 Ｓ ｅ ｒ Ｐ ｒ ｏ － Ｂ Ｎ Ｐ （ Ｂ Ｎ Ｐ ３ － ３ ２ ） ） と 同 時
に 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 及 び ホ ル モ ン の Ｂ Ｎ Ｐ （ Ｂ Ｎ Ｐ － ３ ２ 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ３ ２ ）
又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ） は 、 心 臓 に よ っ て 血 中 へ 分 泌 さ れ る 。 し か し な が ら 、 著 者
は 、 オ リ ゴ マ ー 化 さ れ た 形 （ ト リ マ ー ） で の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） が 循 環 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７
７ － １ ０ ８ ） の 濃 度 と 同 様 な 濃 度 で 存 在 す る こ と を 示 唆 し て い る と 思 わ れ る が 、 そ れ を 測
定 は し て い な い 。 そ の 結 果 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 濃 度 と 患 者 の 臨 床 症 状 と の 相 関
関 係 は 研 究 さ れ て い な い 。 結 果 と し て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 血 清 の 診 断 的 又 は 予 知
的 価 値 は 、 こ こ で は 説 明 さ れ て お ら ず 、 低 分 子 量 Ｂ Ｎ Ｐ を 慣 例 的 に ア ッ セ イ で き る こ と は
示 唆 も さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 更 に 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 存 在 す る 一 定 の 数 の エ ピ ト ー プ が 知 ら れ て い る 。 す
な わ ち 、 出 願 の 国 際 公 開 第 ９ ７ ／ ３ ２ ９ ０ ０ 号 パ ン フ レ ッ ト の Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 検
出 の 文 脈 に 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） の １ ０ の Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 （ Ａ Ａ 　 １ － １ ０ ） に 対
応 す る 配 列 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ Ｃ 8 6 （ 配 列 番 号 １ ０ ５ ） の エ ピ ト ー プ が 記 載 さ れ て い る
。 同 様 に 、 出 願 の 国 際 公 開 第 ０ ０ ／ ３ ５ ９ ５ １ 号 パ ン フ レ ッ ト の Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） （ プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ の Ｎ － 末 端 フ ラ グ メ ン ト ） 検 出 の 文 脈 に 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） （ プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ の Ｎ
－ 末 端 フ ラ グ メ ン ト ） の １ ２ の Ｃ － 末 端 ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る 配 列 Ｒ 6 5 Ｋ Ｍ Ｖ Ｌ Ｙ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ
Ｐ Ｒ 7 6 （ 配 列 番 号 １ ０ ６ ） の エ ピ ト ー プ が 記 載 さ れ 、 類 似 し た 配 列 Ｈ 6 4 Ｒ Ｋ Ｍ Ｖ Ｌ Ｙ Ｔ Ｌ
Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 （ 配 列 暗 号 １ ０ ７ ） は 、 出 願 の 国 際 公 開 第 ０ ０ ／ ４ ５ １ ７ ６ 号 パ ン フ レ ッ ト に
記 載 さ れ て い る 。
　 し か し な が ら 、 上 記 文 献 の 中 で 、 当 該 配 列 の 中 間 体 及 び ハ イ ブ リ ッ ド で あ る エ ピ ト ー プ
の 存 在 に つ い て 記 述 又 は 示 唆 す る 特 許 出 願 は 存 在 し な い 。
【 発 明 の 開 示 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 そ れ ゆ え 、 心 不 全 の 早 期 診 断 の 状 況 に は 、 先 行 技 術 の 欠 点 を 避 け る 方 法 の 必 要 性 が な お
存 在 す る 。 特 に 、 一 般 的 に 使 用 さ れ 、 信 頼 性 が あ り 、 そ れ 程 多 く は 存 在 せ ず 、 比 較 的 不 安
定 な Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 検 出 の 欠 点 を 回 避 し 、 同 時 に 、 Ｂ Ｎ Ｐ の 他 の 分 子 形 を ア ッ セ
イ す る こ と に よ っ て 招 く 複 合 体 の 抽 出 を 防 ぎ 、 洗 練 さ れ た 自 動 化 を 必 要 と す る 範 囲 で 使 用
で き る 簡 便 な 方 法 が 必 要 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 そ の た め 、 本 発 明 の 著 者 は 、 提 示 さ れ た 問 題 を 解 決 す る た め に 、 別 の 方 法 を 開 発 し よ う
と し て き た 。 本 発 明 の 中 心 に は 、 本 発 明 者 に よ っ て な さ れ た 予 期 し な い 発 見 が あ り 、 そ れ
は 、 ヒ ン ジ 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 （ 配 列 番 号 ４ ） 又 は プ ロ Ｂ Ｎ
Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 （ 配 列 番 号 １ ０ ８ ） の
ド メ イ ン に 位 置 す る 特 定 の 性 質 を 有 す る エ ピ ト ー プ で あ っ て 、 少 な く と も 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6

Ｓ 7 7 Ｐ （ 配 列 番 号 ５ ） を 含 む エ ピ ト ー プ に つ い て で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 事 実 、 ウ サ ギ を 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の ヒ ン ジ 領 域 、 す な わ ち 、 配 列 Ｃ Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ
Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 （ 配 列 番 号 １ ６ ） の ペ プ チ ド 、 又 は 配 列 Ｃ Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ
Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 （ 配 列 番 号 １ ０ ９ ） の ペ プ チ ド で 免 疫 す る と 、 驚 く べ き こ
と に 、 得 ら れ た 抗 血 清 は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 形 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 形 を 実 質 的
に 認 識 せ ず 、 ヒ ン ジ 領 域 の 前 記 ペ プ チ ド の み を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 含 む だ け で な く 、
加 え て 、 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 認 識 す る 能 力 を 有 す る こ と を 本 発 明 者 は 発 見 し
た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 願 の 著 者 は 、 最 初 に 、 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） が 、 心 不 全 を 予 測 す る 効 果 的 な
マ ー カ ー で あ り 、 健 常 人 よ り も 心 不 全 患 者 に 著 し く 高 い 濃 度 で 存 在 す る こ と も 示 し て い る
。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 著 者 は 、 当 該 タ イ プ の 抗 体 の 別 の 取 得 方 は 、 完 全 な プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 分 子 を 用
い て 動 物 を 免 疫 す る こ と で あ る こ と も 発 見 し て い る 。 事 実 、 著 者 は 、 完 全 な プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （
１ － １ ０ ８ ） 分 子 で 免 疫 す る と 、 ヒ ン ジ 領 域 の 配 列 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 の 出 現 を 誘 導
で き る こ と を 見 出 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 加 え て 、 本 発 明 の 著 者 は 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 最 小 エ ピ ト ー プ が 次 の
配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を 有 す る と 説 明 し て い る 。 著 者 は 、 本 発 明 の 課 題 で あ る 抗 体 の 成 功
し た 取 得 方 法 が 、 下 記 一 般 式 ：
　 　 　 　 　 ａ 1 － Ｘ 1 － Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ － Ｘ 2 － ａ 2 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
［ 式 中 、
ａ 1 は 、 水 素 原 子 で あ る か あ る い は チ オ ー ル 、 ア ル コ ー ル 、 ア ミ ノ キ シ 、 第 一 ア ミ ン も し
く は 第 二 ア ミ ン 官 能 基 、 ア ミ ノ カ ル ボ キ シ ル 基 、 ビ オ チ ニ ル 基 及 び ア セ チ ル 基 か ら 選 ば れ
る 官 能 基 又 は 化 学 基 を 表 し 、
Ｘ 1 は 、 ０ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
Ｘ 2 は 、 ０ ～ ８ の ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は ０ ～ ７ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ
Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配 列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
ａ 2 は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 、 Ｎ Ｈ 2 官 能 基 又 は ア ル コ キ シ 基 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド で 、 動 物 を 免 疫 す る こ と で あ る こ と も 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 の 著 者 は 、 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を 含 む ペ プ チ ド 又 は 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
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［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド で 動 物 を 免 疫 す る こ と に よ り 、 同 じ 特 異 的 な 抗 体 を 取 得 で き る こ と を
示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 加 え て 、 本 発 明 の 著 者 は 、 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド で 動 物 を 免 疫 す る こ と に よ り 、 同 じ 特 異 的 な 抗 体 を 取 得 で き る こ と を
示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 著 者 は ま た 、 血 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 検 出 に 基 く 心 不 全 の 早 期
診 断 と し て 簡 便 で 信 頼 で き る 方 法 、 及 び 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 当 該 検 出 を 実 施
す る た め の キ ッ ト を 開 発 し て き た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 課 題 は 、 第 一 に 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ

7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 を 特 異 的 に 認 識 し 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １
０ ８ ） を 実 質 的 に 認 識 せ ず 、 第 二 に 、 ヒ ト 血 清 又 は 血 漿 の 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 、 こ と を 特 徴 と す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８
） 抗 体 に あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 第 一 に 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ
Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 を 特 異 的 に 認 識 し 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実
質 的 に 認 識 せ ず 、 第 二 に 、 ヒ ト 血 清 又 は 血 漿 の 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を
特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 、 こ と を 特 徴 と す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 に も
あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 特 に 、 第 一 に 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｐ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を
特 異 的 に 認 識 し 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質 的 に 認 識 せ ず 、
第 二 に 、 ヒ ト 血 清 又 は 血 漿 の 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る
能 力 を 有 す る 、 こ と を 特 徴 と す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 に も あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質 的 に 除 き 、 プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ
Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及 び ／ 又 は 前 記 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を 特 異 的 に 認 識
し 、 ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 能
力 を 有 す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 取 得 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 動 物 を プ ロ
Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 分 子 の 全 体 で 免 疫 し 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は
Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド を 用 い て 、 得 ら れ た 抗 血 清 を 除 去 す る 方 法 に も あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 所 定 の 特 異 性 抗 原 （ 免 疫 抗 原 ） に 対 し て 得 ら れ る 「 抗 血 清 の 除 去 」 と い う 表 現 は 、 上 記
抗 血 清 を 、 「 非 特 異 性 抗 原 」 、 す な わ ち 免 疫 抗 原 と は 異 な る 抗 原 に 接 触 さ せ 、 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 次 い で 、 上 記 「 非 特 異 性 抗 原 」 と 反 応 し た 抗 体 を 免 疫 学 的 に 分 離 、 除 去 し 、 こ の
よ う に 除 去 （ す な わ ち 、 非 特 異 性 抗 体 の 除 去 ） さ れ た 抗 血 清 を 回 収 す る こ と に よ っ て 、 当
該 血 清 中 に 潜 在 的 に 存 在 す る 非 特 異 的 抗 体 の 除 去 を 意 味 し よ う と す る も の で あ る 。 当 該 除
去 は 、 慣 用 的 に 、 特 定 の 抗 原 に 対 す る 特 異 的 抗 血 清 を 提 供 す る た め に 役 立 つ 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 本 発 明 の 場 合 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ
Ｓ Ｇ 8 5 及 び ／ 又 は 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 又 は 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7

Ｐ を 認 識 す る 抗 血 清 は 、 上 記 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 及 び ／ 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） と 接
触 さ せ る こ と に よ り 、 除 去 で き る 、 す な わ ち 、 特 異 性 を 発 現 で き る 。 例 え ば 、 後 者 に つ い
て は 、 固 相 に 固 定 で き 、 当 業 者 に 知 ら れ た 従 来 の 技 術 に 従 う 免 疫 吸 着 に よ る ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 用 支 持 体 と し て 役 立 て る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 ａ 1 － Ｘ 1 － Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ － Ｘ 2 － ａ 2 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
［ 式 中 、
ａ 1 は 、 水 素 原 子 で あ る か あ る い は チ オ ー ル 、 ア ル コ ー ル 、 ア ミ ノ キ シ 、 第 一 ア ミ ン も し
く は 第 二 ア ミ ン 官 能 基 、 ア ミ ノ カ ル ボ キ シ ル 基 、 ビ オ チ ニ ル 基 及 び ア セ チ ル 基 か ら 選 ば れ
る 官 能 基 又 は 化 学 基 を 表 し 、
Ｘ 1 は 、 ０ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
Ｘ 2 は 、 ０ ～ ７ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
ａ 2 は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 、 Ｎ Ｈ 2 官 能 基 又 は ア ル コ キ シ 基 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド に も あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド に も あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド に も あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 上 記 式 （ Ｉ ） 及 び （ Ｉ Ｉ ） に お い て 、 ア ミ ノ 酸 の 数 （ Ｙ 7 0 、 Ｒ 7 6 、 Ｓ 7 7 、 Ｓ 8 4 又 は Ｇ 8 5

） が 、 本 発 明 の 理 解 、 及 び プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 配 列 に 関 す る 式 （ Ｉ ） と （ Ｉ Ｉ ） の
配 列 の 位 置 づ け に 役 立 つ よ う に 自 然 に 維 持 さ れ て い た こ と は 注 目 に 値 す べ き で あ る 。 本 願
中 の 他 の 配 列 に 関 す る 数 に つ い て も 同 じ こ と が 当 て は ま る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ （ Ｉ Ｉ ） 、 又 は 配
列 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ （ Ｉ Ｉ Ｉ ） 、 あ る い は 部 分 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ

7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を そ の ま ま 維 持 （ 特 に 非 置 換 ） す る 条 件 下 で 、 位 置 ７ ０ の ア ミ ノ 酸 の 内 の 一 つ を
位 置 ８ ５ 又 は ８ ４ に 伝 統 的 に 又 は 非 伝 統 的 に 置 換 し た 形 で の 上 述 の 配 列 （ Ｉ Ｉ ） 又 は （ Ｉ
Ｉ Ｉ ） の 内 の 一 つ を そ れ ぞ れ 含 む ペ プ チ ド に も 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 Ｙ 7 0 、 Ｔ 7 1 、 Ｌ 7 2 、 Ｋ 7 9 、 Ｍ 8 0 、 Ｖ 8 1 、 Ｑ 8 2 、 Ｇ 8 3 、 Ｓ 8 4

及 び Ｇ 8 5 の 内 の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た 配 列 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ
Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ （ Ｉ Ｉ ） 又 は 配 列 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ （ Ｉ
Ｉ Ｉ ） で あ っ て 、 Ｘ が な い か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に
属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ が な い か 又 は Ｏ Ｈ 官 能 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ
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Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 配 列 に 由 来 す る 配 列 を 含
む ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 の ペ プ チ ド 及 び 配
列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 の ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質 的 に 除 き 、 プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ
Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及 び ／ 又 は 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を 特 異 的 に 認 識 し 、
ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を
有 す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 取 得 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 ａ 1 － Ｘ 1 － Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ － Ｘ 2 － ａ 2 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
［ 式 中 、 ａ 1 、 Ｘ 1 、 Ｘ 2 及 び ａ 2 は 、 前 記 と 同 じ 意 味 で あ る 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド で 動 物 を 免 疫 し 、 場 合 に よ り 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ペ プ チ ド 及 び
／ 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド を 用 い て 、 得 ら れ た 抗 血 清 を 除 く こ と を 特 徴 と す る 方
法 に も あ る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 抗 体 は 、 単 一 特 異 的 な 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質 的 に 除 き 、 プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ
Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及 び ／ 又 は 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を 特 異 的 に 認 識 し 、
ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を
有 す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 取 得 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
又 は 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ 及 び Ｚ は 、 前 記 で 定 義 し た と お り で あ る 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド で 動 物 を 免 疫 し 、 場 合 に よ り 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ペ プ チ ド 及 び
／ 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド を 用 い て 、 得 ら れ る 抗 血 清 を 除 く こ と を 特 徴 と す る 方
法 に も あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質 的 に 除 き 、 プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ
Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及 び ／ 又 は 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を 特 異 的 に 認 識 し 、
ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 す る プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 能
力 を 有 す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 取 得 す る た め の
方 法 で あ っ て 、
下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
又 は 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ 及 び Ｚ は 、 前 記 で 定 義 し た と お り で あ る 。 ］
の 部 分 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を そ の ま ま 維 持 （ 特 に 非 置 換 ） す る 条 件 下 で 、 伝 統 的 に 又 は 非 伝
統 的 に 置 換 さ れ た 形 で の ペ プ チ ド で 動 物 を 免 疫 し 、 場 合 に よ り 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ）
ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド を 用 い て 、 得 ら れ た 抗 血 清 を 除 く こ と を
特 徴 と す る 方 法 に も あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ペ プ チ ド を
実 質 的 に 除 き 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ
Ｇ 8 5 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及 び ／ 又 は 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を
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特 異 的 に 認 識 し 、 ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的
に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 取 得 す る た め の 方 法 で あ っ て
、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 の ペ プ チ ド 又 は 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ

7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 の ペ プ チ ド で 動 物 を 免 疫 し 、 場 合 に よ り 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８
） ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド を 用 い て 、 得 ら れ た 抗 血 清 を 除 く こ と
を 特 徴 と す る 方 法 に も あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質 的 に 除 き 、 プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ
Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及 び ／ 又 は 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を 特 異 的 に 認 識 し 、
ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 す る プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 能
力 を 有 す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 取 得 す る た め の
方 法 で あ っ て 、
次 式 ：
　 　 　 　 　 ａ 1 － Ｘ 1 － Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ － Ｘ 2 － ａ 2 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
［ 式 中 、 ａ 1 、 Ｘ 1 、 Ｘ 2 及 び ａ 2 は 上 記 と 同 じ 意 味 で あ る 。 ］ ；
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ 及 び Ｚ は 上 記 と 同 じ 意 味 で あ る 。 ］ ；
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ 及 び Ｚ は 上 記 と 同 じ 意 味 で あ る 。 ］ ；
　 部 分 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を そ の ま ま 維 持 （ 特 に 非 置 換 ） す る 条 件 下 で 、 伝 統 的 に 又 は 非 伝
統 的 に 置 換 さ れ た 形 で の
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ 及 び Ｚ は 上 記 と 同 じ 意 味 で あ る 。 ］ ；
　 部 分 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を そ の ま ま 維 持 （ 特 に 非 置 換 ） す る 条 件 下 で 、 伝 統 的 に 又 は 非 伝
統 的 に 置 換 さ れ た 形 で の
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ 及 び Ｚ は 上 記 と 同 じ 意 味 で あ る 。 ］ ；
　 　 　 　 　 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 ； 及 び
　 　 　 　 　 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4

の ペ プ チ ド か ら 選 ば れ る ペ プ チ ド で 動 物 を 免 疫 し 、
イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 泌 リ ン パ 球 を 当 該 動 物 か ら 採 取 し 、 次 い で 、
当 該 リ ン パ 球 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 し て 、 少 な く と も 一 種 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 泌 ハ イ
ブ リ ド ー マ を 得 る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 に も あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 上 記 の 方 法 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 取 得 の 慣 用 的 な 技 術 、 す な わ ち Kohler and Milstein,(1
975) Nature(London),256:495-497に 記 載 さ れ た 原 理 に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 こ の よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ 及 び 上 記 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 分 泌 さ れ
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 に も あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 生 物 学 的 試 料 、 好 ま し く は 血 液 、 血 漿 又 は 血 清 を 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６
） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質 的 に 除 き 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ
Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及
び ／ 又 は 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を 特 異 的 に 認 識 し 、 ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗
体 に 接 触 さ せ る こ と 、 並 び に 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る こ と を 含 む 、
ヒ ト の 心 不 全 の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 診 断 の 方 法 に も あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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　 本 発 明 は 、 一 般 的 に 、 ヒ ト の 心 不 全 の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 診 断 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 生 物 学 的 試 料 、 好 ま し く は 血 液 、 血 漿 又 は 血 清 を 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （
７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質 的 に 除 き 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ

7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及 び ／ 又 は 配 列 Ｒ
Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を 特 異 的 に 認 識 し 、 ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 に 接 触 さ せ る
こ と 、
ｂ ） 抗 原 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 当 該 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と
、 及 び
ｃ ） 場 合 に よ り 、 一 次 複 合 体 中 に 存 在 す る プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 特 異 的 に 結 合 で き
る 標 識 検 出 抗 体 を 用 い る か 、 又 は 一 次 複 合 体 中 に 存 在 す る 上 記 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ）
に 対 す る 抗 体 に 結 合 で き る 標 識 検 出 抗 原 を 用 い る か し て 、 形 成 さ れ た 抗 原 抗 体 複 合 体 を 明
ら か に す る こ と 、
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 、 上 述 の ス テ ッ プ ａ 、 ｂ 及 び ｃ に 加 え て 、 明 ら か に さ れ た 抗 原 抗 体 複 合
体 の 量 を 、 人 の 臨 床 症 状 と 相 関 さ せ る た め の ス テ ッ プ ｄ ） を 含 む 、 ヒ ト の 心 不 全 の ｉ ｎ  
ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 診 断 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 生 物 学 的 な 試 料 、 特 に 血 液 、 血 漿 又 は 血 清 の 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １
－ １ ０ ８ ） を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １
０ ８ ） を 実 質 的 に 除 き 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ
Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及 び ／ 又 は 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6

Ｓ 7 7 Ｐ を 特 異 的 に 認 識 し 、 ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ）
を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 、 少 な く と も 一 つ の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を
含 む キ ッ ト で も あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 な 試 料 、 特 に 血 液 、 血 漿 又 は 血 清 の 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （
１ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て
次 式 ：
　 　 　 　 　 ａ 1 － Ｘ 1 － Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ － Ｘ 2 － ａ 2 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
［ 式 中 、 ａ 1 、 Ｘ 1 、 Ｘ 2 及 び ａ 2 は 上 記 と 同 じ 意 味 で あ る 。 ］ ；
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ 及 び Ｚ は 上 記 と 同 じ 意 味 で あ る 。 ］ ；
　 部 分 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を そ の ま ま 維 持 （ 特 に 非 置 換 ） す る 条 件 下 で 、 伝 統 的 に 又 は 非 伝
統 的 に 置 換 さ れ た 形 で の
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ 及 び Ｚ は 上 記 と 同 じ 意 味 で あ る 。 ］ ；
　 部 分 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を そ の ま ま 維 持 （ 特 に 非 置 換 ） す る 条 件 下 で 、 伝 統 的 に 又 は 非 伝
統 的 に 置 換 さ れ た 形 で の
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ 及 び Ｚ は 上 記 と 同 じ 意 味 で あ る 。 ］ ；
　 　 　 　 　 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 ； 及 び
　 　 　 　 　 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4

の ペ プ チ ド の 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も 一 つ の ペ プ チ ド を 含 む 化 合 物 を 、 ス タ ン ダ ー ド 及
び ／ 又 は コ ン ト ロ ー ル と し て 含 む キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ＜ 定 義 ＞
　 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 「 生 物 学 的 試 料 」 又 は 「 生 物 学 的 に 流 動 性 の 試 料 」 は 、 好 ま し
く は 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 尿 、 濃 脊 髄 液 、 唾 液 等 の 生 物 学 的 液 体 か ら な る 。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 心 不 全 」 の 用 語 は 、 心 臓 機 能 の 異 常 が 、 器 官 の 代 謝 要 求 を 満 足 す る 程 に 十 分 に 心 臓 が
血 液 を 送 れ な い こ と に 起 因 す る 、 及 び ／ 又 は 、 心 臓 が 、 異 常 な 高 充 填 圧 力 を 除 い て 、 当 該
要 求 を 満 た し て い な い 、 病 状 を 意 味 す る こ と を 意 図 し て い る 。 特 に 、 右 及 び ／ 又 は 左 の 心
不 全 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 抗 体 」 の 用 語 は 、 完 全 な 抗 体 又 は 抗 体 の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト （ 遺 伝 子 工 学 に よ っ て 得
ら れ る も の で も 又 は 得 ら れ な い も の で も よ い ） で あ っ て 、 前 記 抗 体 を 、 少 な く と も 一 つ の
抗 原 結 合 サ イ ト に お い て 、 抗 原 性 化 合 物 の 少 な く と も 一 つ の 抗 原 決 定 部 に 結 合 さ せ る こ と
を 含 む 、 あ る い は 結 合 さ せ る こ と か ら な る も の を 言 う 。
　 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 例 を 挙 げ れ ば 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ と （ Ｆ ａ ｂ ‘ ） ２ フ ラ グ メ ン ト 、
及 び １ 本 鎖 可 変 フ ラ グ メ ン ト （ ｓ ｃ Ｆ ｖ 鎖 ） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ 抗 体 で も 又 は モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で も よ い 。 本 発 明 に 従 う ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 は 、
特 に 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 等 の 動 物 を プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 全 体 を 使 っ て 免 疫 し 、 得 ら れ
る 抗 血 清 を 採 取 し 、 そ し て そ れ を 、 例 え ば Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 及 び ／ 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ １
－ ７ ６ ） を 含 む 免 疫 吸 着 剤 上 で 、 そ れ 自 体 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て 除 去 す る こ と に
よ っ て 得 ら れ る 。 本 発 明 に 従 う モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 は 、 特 に
、 Kohler and Milstein(Nature(London),256:495-497(1975)の 慣 用 的 な 方 法 に よ っ て 得 ら
れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は 単 一 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 、 あ る い は 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー
を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 抗 体 の 製 造 は 、 本 発 明 の 文 脈 で は 有 用 で あ り
、 後 に 詳 述 す る 慣 用 的 技 術 に よ っ て な さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 「 抗 体 捕 獲 」 の 用 語 は 、 抗 体 又 は 一 部 分 の 抗 体 、 好 ま し く は 固 相 に 結 合 し た 抗 体 で あ っ
て 、 生 物 学 的 試 料 中 に 存 在 す る プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 原 を 親 和 性 結 合 に よ っ て 保 持
で き る も の を 意 味 す る 意 図 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 生 物 学 的 試 料 中 の 抗 原 の 存 在 は 、 「 検 出 手 段 」 に よ っ て 明 ら か に な る 。 抗 原 の 検 出 に 関
し て 、 少 な く と も 一 つ の 「 検 出 用 抗 体 」 を 用 い る 特 定 の 検 出 を 想 定 し て い る 。 か か る 検 出
用 抗 体 は 、 標 識 さ れ て お り 、 親 和 性 結 合 に よ っ て 、 捕 獲 さ れ た 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き
、 ま た 捕 獲 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ 部 位 と は 異 な っ た エ ピ ト ー プ 部 位 を 認 識 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 標 識 さ れ た 」 の 用 語 は 、 直 接 標 識 （ 酵 素 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 色 素 、 発 光 性 化 合 物 等
の 手 段 ） 及 び 非 直 接 標 識 （ 例 え ば そ れ 自 体 が 直 接 標 識 さ れ た 抗 体 の 手 段 、 又 は 、 限 定 さ れ
な い が 、 標 識 ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン ペ ア 等 の 標 識 「 親 和 性 ペ ア 」 の 試 薬 を 使 用 す る 手 段 ） の
両 方 を 言 う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 」 の 用 語 は 、 免 疫 さ れ た 動 物 中 に 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の
み に 実 質 的 に 特 異 的 な 抗 体 の 合 成 を 誘 導 す る こ と が で き る 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の
部 分 を 意 味 す る 意 図 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 「 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 」 は 、 少 な く と も 「 エ ピ ト ー プ サ イ ト 」 又 は エ
ピ ト ー プ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を 含 む 。 「 エ ピ ト ー プ サ イ ト 」 又 は 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 少 な く
と も 一 つ の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ 、 そ の 特 異 的 結 合 を つ く る ア ミ ノ 酸 の 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 「 単 一 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 の 用 語 は 、 一 つ の エ ピ ト ー プ に 特 異 性 を 有 す る ポ リ
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ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て 使 用 す る 。 こ れ は 、 抗 体 が 、 当 該 エ ピ ト ー プ を 含 む ア ミ ノ 酸 を 含
有 す る プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 結 合 で き る が 、 当 該 エ ピ ト ー プ を
含 む ア ミ ノ 酸 を 含 有 し な い 配 列 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 に は 結 合 で き な
い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 特 異 的 に 」 の 用 語 は 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 認 識 又 は 特 異 的 結 合 に つ い て 言 う 場 合 に は
、 抗 体 が 、 他 の 抗 原 と は 実 質 的 に 相 互 作 用 す る こ と な く 、 当 該 抗 原 と 相 互 作 用 す る こ と を
意 味 し 、 あ る い は エ ピ ト ー プ に つ い て 「 特 異 的 」 認 識 と 言 う 場 合 に は 、 当 該 エ ピ ト ー プ の
事 実 上 唯 一 の 認 識 を 意 味 す る 。 会 合 定 数 は 、 １ ０ 8 Ｌ .ｍ ｏ ｌ - 1 よ り も 大 き い こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 保 守 的 置 換 」 の 用 語 は 、 特 に 、 あ る 類 の ア ミ ノ 酸 を 同 じ 類 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る こ と
で あ っ て 、 そ の 置 換 は 、 得 ら れ る ペ プ チ ド の 免 疫 反 応 性 を 、 も と の ペ プ チ ド の 免 疫 反 応 性
に 比 べ て 著 し く は 変 化 さ せ な い こ と を 意 味 す る 意 図 で あ る 。 種 々 の ア ミ ノ 酸 の 類 の 中 で は
、 極 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 及 び チ ロ
シ ン 等 ） 非 極 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ
イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 及 び シ ス テ イ ン 等 ） 、 塩 基 性 側
鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン 等 ） 及 び 酸 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ
ノ 酸 （ ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 等 ） に 一 般 的 に 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 非 伝 統 的 な 置 換 」 の 用 語 は 、 も と の ペ プ チ ド の 免 疫 反 応 性 に 比 較 し て 、 得 ら れ る ペ プ
チ ド の 免 疫 反 応 性 を 実 質 的 に 変 化 さ せ な い 他 の タ イ プ の 置 換 を 意 味 す る 意 図 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質 的 に 認 識 し な い 」 の 用 語 は 、
本 発 明 に よ る 標 的 抗 体 が 、 ２ ０ ％ 未 満 、 特 に １ ０ ％ 未 満 、 好 ま し く は ５ ％ 未 満 の Ｂ Ｎ Ｐ （
１ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） と 交 差 反 応 を 示 す こ と を 意 味 す る 意 図 で あ る 。 交
差 反 応 の 割 合 は 、 そ れ 自 体 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 、 例 え ば 実 施 齢 ５ に 例 示 し た 方 法 に 従 っ
て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ペ プ チ ド の 「 実 質 的 な 」 非 認 識 は 、 本
発 明 の 抗 体 と 当 該 ペ プ チ ド と の 反 応 が 存 在 し な い 、 又 は 実 質 的 に 存 在 し な い こ と に 相 当 す
る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質 的 に 除 き 」 の 用 語 は 、 抗 体 が
、 上 記 に 意 味 に お い て 、 「 実 質 的 に Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 認
識 し な い 」 こ と を 意 味 す る 意 図 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 に よ り 、 ヒ ト プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の ヒ ン ジ 領 域 に 位 置 す る 新 規 な エ ピ ト ー
プ 、 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を 発 見 し 、 そ れ を 含 む 免 疫 原 性 ペ プ チ ド を 得 、 更 に 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質 的 に 認 識 し な い プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 特
異 的 な 抗 体 で あ っ て 、 そ の 中 の 、 ヒ ト 血 清 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８
） を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 抗 体 を 取 得 で き た 、 こ と は 開 示 の 全 体 か ら 明 ら か で あ
る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 に よ り 、 心 不 全 を 簡 便 に 、 一 般 的 に か つ 確 実 に 診 断 す る こ と を 可 能 に す る 循 環 プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） た め の ア ッ セ イ を 開 発 す る こ と が で き た こ と も 明 ら か で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ７ １ 】
＜ 特 異 的 抗 体 の 製 造 ＞
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　 本 発 明 で 使 用 す る 抗 体 は 、 抗 原 特 異 性 抗 体 で あ り 、 そ れ ゆ え 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は
単 一 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 す な わ ち 一 つ の エ ピ ト ー プ の み を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体
で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler and Milstein,Nature,1975,256:495-497に よ っ て 説 明
さ れ て い る リ ン パ 球 融 合 及 び ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 の 慣 用 的 方 法 に よ っ て 取 得 で き る 。 他 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 は （ Harlow et al.,ed.,1988「 抗 生 物 質 ： 研 究 室 マ ニ ュ ア
ル 」 ） で も 知 ら れ て い る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 哺 乳 類 （ 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ
ギ 、 ヒ ト 等 ） を 免 疫 し 、 リ ン パ 球 融 合 技 術 を 用 い て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 樹 立 す る こ と に よ
り 製 造 で き る （ Kohler and Milstein,1975） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 当 該 一 般 的 な 技 術 に と っ て 換 わ る 技 術 が あ る 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら ク ロ ー ニ ン
グ し た 核 酸 を 発 現 す る こ と に よ っ て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー
ジ 表 示 技 術 、 す な わ ち 、 通 常 、 線 状 フ ァ ー ジ で あ っ て 、 当 該 フ ァ ー ジ の 表 面 に Ｖ 遺 伝 子 ラ
イ ブ ラ リ ー を 与 え る ベ ク タ ー に ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
製 造 す る こ と も で き る （ 例 え ば 大 腸 菌 に つ い て ｆ ｕ Ｓ Ｅ ５ ,J.K.Scott and G.P.Smith,Sci
ence,1990,249:386-390） 。 当 該 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め の プ ロ ト コ ー ル は 、 Mar
ks et al.,1991,J.Mol.Biol,222:581-597に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 通 常 の 手 段 に 従 い 、 本 来 ペ プ チ ド で あ る 抗 原 に 免 疫 に し た 動 物
の 血 清 か ら 取 得 で き る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 必 要 な ら ば 、 そ
れ 自 体 当 業 者 に 知 ら れ た 技 術 、 例 え ば カ ラ ム 免 疫 吸 着 剤 に 従 い 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ）
及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） で 除 去 す る こ と に よ り 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ
Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及 び ／ 又 は Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を
含 む ペ プ チ ド に 対 す る 単 一 特 異 性 を 発 現 し 、 実 質 的 に Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７
７ － １ ０ ８ ） を 除 き 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に つ い て の 特 異 性 を 確 実 に す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
＜ 捕 獲 抗 体 及 び ／ 又 は 検 出 抗 体 ＞
　 サ ン ド ウ ィ ッ チ 技 術 で は 、 捕 獲 抗 体 は 、 患 者 の 天 然 抗 原 上 の エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識
す る も の を 選 択 す る 。 一 方 、 検 出 抗 体 は 、 患 者 の 天 然 抗 原 上 の 別 の エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に
認 識 す る も の を 選 択 し 、 こ れ は 必 ず し も 好 ま し い こ と で は な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 生 物 学 的 試 料 は 、 前 段 階 で 場 合 に よ り 処 理 し 、 検 出 す る エ ピ ト ー プ の 露 出 を 促 進 す る 条
件 下 で 、 少 な く と も 一 つ の 捕 獲 抗 体 と 共 に 直 接 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 に 従 う 診 断 方 法 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 種 々 の フ ォ ー マ ッ ト 、 す な わ ち 、 固 相
又 は 均 一 相 で 、 １ 段 階 又 は ２ 段 階 で 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ 法 又 は 競 合 法 な ど 限 定 さ れ な い 例 に
よ り 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 好 ま し い 具 体 例 に よ れ ば 、 捕 獲 抗 体 は 、 固 相 上 で 免 疫 す る 。 限 定 さ れ な い 固 相 の 例 と し
て は 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 特 に Dynal又 は Merck-Eurolab（ フ ラ ン ス ） に よ り 市 販 さ れ て い
る ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ プ レ ー ト を 使 用 し て も よ い 。 Dynal又 は Merck-Eurolab（ フ ラ ン ス
） （ 登 録 商 標 は Ｅ ｓ ｔ ａ ｐ ｏ ｒ ） に よ っ て 提 供 さ れ る 固 相 粒 子 も し く は 固 相 ビ ー ズ 、 常 磁
性 ビ ー ズ 又 は ポ リ ス チ レ ン も し く は プ ロ ピ レ ン 試 験 管 な ど も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ２ つ の 抗 体 の サ ン ド ウ ィ ッ チ （ 捕 獲 抗 体 及 び 検 出 抗 体 ） 等 の イ ム ノ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ
ト は 、 生 物 学 的 試 料 中 の 抗 原 の 検 出 に 特 に 有 利 で あ る 。 競 合 に よ っ て 抗 原 を 検 出 す る イ ム
ノ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト も 使 用 で き る 。 他 の イ ム ノ ア ッ セ イ 様 式 も ま た 想 定 で き 、 当 業 者
に よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ 、 放 射 性 免 疫 ア ッ セ イ 又 は 他 の 検 出 技 術 は 、 形 成 し た 抗 原 抗 体 複 合
体 の 存 在 を 明 ら か に す る の に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
＜ キ ッ ト ＞
　 本 発 明 の 方 法 に 従 う 生 物 学 的 流 動 性 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 検 出 に 使 用 す
る キ ッ ト 及 び 試 薬 は 、 多 数 の 生 物 学 的 試 料 に 簡 便 で 適 用 可 能 で あ る 本 発 明 の 実 施 に 提 供 で
き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 生 物 学 的 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 検 出 キ ッ ト は 、 上 で 定 義 し た 少 な く と も
一 つ の 抗 体 を 含 ん で も よ い 。 上 で 定 義 し た 式 （ Ｉ ） も し く は （ Ｉ Ｉ ） の ペ プ チ ド 又 は 置 換
ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 つ を 、 ス タ ン ダ ー ド 及 び ／ 又 は コ ン ト ロ ー ル と し て 含 む 他 の キ ッ
ト も 、 本 発 明 の 実 施 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 そ こ で 、 別 の 特 別 な 本 発 明 の 課 題 は 、 生 物 学 的 流 動 性 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８
） を 検 出 す る キ ッ ト で あ る 。 こ の キ ッ ト は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０
８ ） を 実 質 的 に 除 き 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ
Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5 、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及 び ／ 又 は 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ

7 7 Ｐ を 特 異 的 に 認 識 し 、 ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を
特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 、 少 な く と も 一 つ の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 で あ
っ て 、 好 ま し く は 、 前 記 生 物 学 的 試 料 中 に 存 在 す る 前 記 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 捕 獲
す る た め の 抗 体 、 並 び に 形 成 す る 抗 原 抗 体 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 で き る 標 識 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 上 述 の よ う に 、 捕 獲 抗 体 は 、 有 利 な こ と に 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の
で は な い が 、 の よ う な 固 相 上 に 固 定 化 し た 形 態 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 好 ま し い キ ッ ト は 少 な く と も 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質
的 に 除 き 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ 8 5

、 配 列 Ｙ 7 0 Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ 8 4 及 び ／ 又 は 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を 特 異
的 に 認 識 し 、 ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認
識 す る 能 力 を 有 す る 、 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 捕 獲 抗 体 で あ っ て 、 固 相 上 に 固 定 さ れ
て い る 抗 体 ； 並 び に プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 別 の エ ピ ト ー プ で あ っ て 、 そ の ま ま の エ
ピ ト ー プ に 対 す る 標 識 検 出 抗 体 ； あ る い は 、 場 合 に よ り 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） ペ プ
チ ド 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） そ の も の で あ る 標 識 検 出 抗 原 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 特 定 の 具 体 例 に よ れ ば 、 生 物 学 的 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る た め の
キ ッ ト は 、 一 つ の 容 器 に は 、 上 で 定 義 し た 少 な く と も 一 つ の 抗 体 ； 並 び に も う 一 つ の 容 器
に は 、 ス タ ン ダ ー ド 及 び ／ 又 は コ ン ト ロ ー ル と し て 特 に 有 用 で あ る 上 で 定 義 し た 少 な く と
も 一 つ の ペ プ チ ド を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 以 下 の 図 及 び 実 施 例 は 本 発 明 を 説 明 す る も の で あ る が 、 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ８ ８ 】
実 施 例 １ ： 免 疫 用 の ペ プ チ ド の 合 成
　 合 成 ペ プ シ ド は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 技 術 に よ っ て 製 造 で き る 。 例 を 挙 げ れ ば 、 簡 単
に 実 施 で き る と い う 利 点 を 有 す る メ リ フ ィ ー ル ド 型 の 合 成 に よ っ て 製 造 で き る （ Merrifie
ld,（ 1963） ； R.C.Sheppard(1971)； Atherton et al.(1989)） 。 自 動 合 成 装 置 と し て 、 ミ
リ ポ ア （ Millipore） の 「 ９ ０ ５ ０ プ ラ ス ・ ペ ッ プ ・ シ ン セ ザ イ ザ ー 」 、 パ ー ス ペ ク テ ィ
ブ (Perspective)の 「 パ イ オ ニ ア 」 シ ン セ サ イ ザ イ ー 又 は Ａ Ｂ Ｉ の 「 ４ ３ ３ Ａ 」 シ ン セ サ
イ ザ イ ー が 使 用 で き る 。 ペ プ チ ド は 、 均 一 相 合 成 に よ っ て も 得 ら れ る 。
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【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ こ で の 合 成 は 、 「 Ｆ ｍ ｏ ｃ 」 （ ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ） 化 学 を 使
っ て パ イ オ ニ ア シ ン セ サ イ ザ イ ー で 行 っ た 。 各 ス テ ッ プ で は 、 試 薬 [す な わ ち 、 保 護 ア ミ
ノ 酸 及 び カ ッ プ リ ン グ 活 性 化 剤 （ Ｔ Ｂ Ｔ Ｕ (２ － (１ Ｈ － ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル － １ － イ ル )
－ １ ， １ ， ３ ， ３ － テ ト ラ メ チ ル － ウ ロ ニ ウ ム ） ]を 大 過 剰 に （ 試 薬 の モ ル ／ 樹 脂 上 の 置
換 可 能 な 基 の モ ル の 比 ５ で ） 加 え た 。 合 成 の 最 後 に は 、 ペ プ チ ド は 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 系
溶 液 （ 試 薬 Ｋ ） で 樹 脂 か ら 分 離 し た 。 こ の ペ プ チ ド は 、 冷 エ ー テ ル 溶 液 で 沈 殿 さ せ 、 そ し
て Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 精 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 者 は 、 ヒ ン ジ 領 域 Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 以 下 の ペ プ チ ド を 合 成 し た 。
配 列 番 号 ６ ： Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ
配 列 番 号 ７ ： ア セ チ ル － Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ
配 列 番 号 ８ ： Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ
配 列 番 号 ９ ： ア セ チ ル － Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ
配 列 番 号 １ ０ ： Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ
配 列 番 号 １ １ ： Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
配 列 番 号 １ ２ ： Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｇ － Ｃ
配 列 番 号 １ ３ ： ア セ チ ル － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｇ － Ｃ
配 列 番 号 １ ４ ： ア セ チ ル － Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ
配 列 番 号 １ ５ ： Ｃ － Ｈ － Ｒ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｌ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ
配 列 番 号 １ ６ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
（ ペ プ チ ド Ｃ １ ３ Ｐ ３ ０ ）
配 列 番 号 １ ７ ： Ｃ － Ｆ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
配 列 番 号 １ ８ ： Ｃ － Ｆ － Ｓ － Ｉ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
配 列 番 号 １ ９ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － β
Ａ
配 列 番 号 ２ ０ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ａ － Ｔ － β
Ａ
配 列 番 号 ２ １ ： Ｃ － Ｆ － Ｓ － Ｉ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ａ － Ｔ － β
Ａ
配 列 番 号 ２ ２ ： Ｃ － Ｆ － Ｓ － Ｉ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ａ － Ｌ － Ａ － Ｓ － Ｇ － Ｔ － Ａ
及 び
配 列 番 号 １ ０ ９ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ （
ペ プ チ ド Ｃ Ｎ ３ ２ ）
配 列 番 号 １ １ ０ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ
配 列 番 号 １ １ １ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ
配 列 番 号 １ １ ２ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ
配 列 番 号 １ １ ３ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ
配 列 番 号 １ １ ４ ： ア セ チ ル － Ｃ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ
配 列 番 号 １ １ ５ ： Ｃ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ
配 列 番 号 １ １ ６ ： Ｃ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ
配 列 番 号 １ １ ７ ： Ｃ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
配 列 番 号 １ １ ８ ： Ｃ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ
配 列 番 号 １ １ ９ ： Ｃ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ
配 列 番 号 １ ２ ０ ： Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｃ
配 列 番 号 １ ２ １ ： Ｃ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ
配 列 番 号 １ ２ ２ ： Ｃ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
注 ： β Ａ は β － ア ラ ニ ン を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
実 施 例 ２ ： 免 疫 用 の 担 体 蛋 白 質 へ の ペ プ チ ド の 結 合
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　 ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 を 高 め る た め に 、 種 々 の 機 能 （ チ オ ー ル 、 ア ミ ン 、 ア
ル デ ヒ ド 等 ） に よ っ て 、 担 体 蛋 白 質 、 Ｋ Ｌ Ｈ （ Keyhole Limpet Hemocyanin） 、 チ ロ グ ロ
ブ リ ン 、 Ｂ Ｓ Ａ （ 牛 胎 児 血 清 ） に 結 合 し た 。 ペ プ チ ド を 蛋 白 質 に 結 合 さ せ る た め に 使 用 す
る カ ッ プ リ ン グ 剤 は 、 ヘ テ ロ 二 官 能 性 又 は ホ モ 二 官 能 性 で あ る 。 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る
試 薬 は 、 Ｂ Ｓ ３ 、 ｓ Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ 、 Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ 、 グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド 等 で あ る 。 使 用 す る カ ッ
プ リ ン グ 技 術 の 一 つ は 、 化 学 カ ッ プ リ ン グ 剤 と し て グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド 、 担 体 蛋 白 質 と
し て Ｋ Ｌ Ｈ を 用 い る 技 術 で あ る 。 Ｋ Ｌ Ｈ の ペ プ チ ド へ の 結 合 は 、 ペ プ チ ド の ア ミ ン 機 能 を
使 用 し て 行 っ た （ 主 に リ ジ ン に よ る Ｎ － 末 端 基 及 び ア ミ ノ 基 ） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 配 列 Ｙ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ － Ｎ Ｈ 2 （ 配 列 番 号 １ ６ ） の ペ プ チ ド Ｃ １ ３ Ｐ
３ ０ 又 は 配 列 Ｙ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ － Ｎ Ｈ 2 （ 配 列 番 号 １ ０ ９ ） の ペ プ チ ド Ｃ
Ｎ ３ ２ の ５ ｍ ｇ /ｍ ｌ 溶 液 は 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ の ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ダ ル ベ ッ コ 　 Ｐ
Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で 調 製 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で １ ０ ｍ ｇ /ｍ ｌ Ｋ Ｌ Ｈ 溶 液 と な る よ う に 、 ２ ０ ｍ
ｇ の 乾 燥 Ｋ Ｌ Ｈ の Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 ボ ト ル (Pierce＃ 77600)を と り 、 ２ ｍ ｌ の 水 で 注 射 調 製 し
た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 １ ｍ ｌ の ペ プ チ ド 溶 液 （ す な わ ち 、 ５ ｍ ｇ ） を １ ． ２ ５ ｍ ｌ の Ｋ Ｌ Ｈ 溶 液 （ す な わ ち 、
１ ２ ． ５ ｍ ｇ ） と 混 合 し た 。 吸 引 フ ー ド の 下 で 、 調 製 し た ２ ． ２ ５ ｍ ｌ の ２ ％ グ ル タ ー ル
ア ル デ ヒ ド 溶 液 （ ２ ５ ％ グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド 、 Sigma＃ G-5882） を 当 該 混 合 物 に 即 座 に
加 え た 。 Ｋ Ｌ Ｈ 複 合 体 の 生 成 を 避 け る た め 、 ２ ％ グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド 溶 液 は 、 １ 滴 ず つ
、 混 合 物 を 攪 拌 し な が ら 加 え た 。 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 反 応 は 、 室 温 で ２ 時 間 ３ ０ 分 イ ン キ
ュ ベ ー ト し な が ら 行 っ た 。 カ ッ プ リ ン グ 反 応 は 、 １ ０ ｍ ｇ /ｍ ｌ の 最 終 濃 度 と な る よ う に
、 １ ０ ０ ｍ ｇ /ｍ ｌ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 加 え て 停 止 し た 。 反 応 混 合 物 を ４ ℃ で
一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に 、 こ の 溶 液 を 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液
で 、 ４ ℃ で 一 晩 透 析 し た 。 こ の 溶 液 を 最 後 に 等 分 し 、 － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
実 施 例 ３ ： ペ プ チ ド に よ る 免 疫
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 の た め に 、 ウ サ ギ （ ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド 種 の 雌 ） を 、 実 施 例 ２
に 従 っ て 、 Ｋ Ｌ Ｈ に 結 合 し た ペ プ チ ド Ｃ ｙ ｓ － Ｙ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ － Ｎ Ｈ

2 で 免 疫 し た 。 最 初 の 注 射 用 に 、 １ ． ５ ｍ ｌ の 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Sigma＃ F-58
81） と 共 に 、 １ ． ５ ｍ ｌ の Ｋ Ｌ Ｈ 結 合 ペ プ チ ド の エ マ ル シ ョ ン を 調 製 し 、 １ ｍ ｌ の 完 全 フ
ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ す な わ ち 、 ２ ０ ０ μ ｇ の ペ プ チ ド ） を 各 ウ サ ギ に 皮 内 注 射 し た 。
１ ｍ ｌ の Ｋ Ｌ Ｈ 結 合 ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 ２ ０ ０ μ ｇ の ペ プ チ ド ） の エ マ ル シ ョ ン を 完 全
フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Sigma＃ F-5881） と 共 に 皮 内 注 射 す る こ と に よ り 、 ２ ０ 日 間 離
し て ２ 回 の 追 加 免 疫 を 行 っ た 。 第 二 の 追 加 免 疫 の ２ ０ 日 後 に 、 前 の 追 加 免 疫 と 同 じ 方 法 、
但 し 皮 下 注 射 で 第 三 の 追 加 免 疫 を 行 っ た 。 第 三 の 追 加 免 疫 を 行 い 、 得 ら れ た 抗 体 の 力 価 を
評 価 し た ２ ０ 日 後 に 、 ウ サ ギ の 採 血 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 特 に 、 Ｋ Ｌ Ｈ に 結 合 し た ペ プ チ ド Ｃ － Ｙ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ － Ｎ Ｈ 2 （ 配
列 番 号 １ ６ ） の 免 疫 に よ っ て 得 ら れ る 、 番 号 ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 及 び ０ ４ ６ ８ ３ ２ に よ っ て 特
定 さ れ る ウ サ ギ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 並 び に Ｋ Ｌ Ｈ に 結 合 し た ペ プ チ ド Ｃ － Ｙ Ｔ Ｌ
Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ － Ｎ Ｈ 2 （ 配 列 番 号 １ ０ ９ ） の 免 疫 に よ っ て 得 ら れ る 、 数 ＃ Ｌ
０ １ ２ ３ ５ に よ っ て 特 定 さ れ る ウ サ ギ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 研 究 の そ の 他 と し
て 用 い た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
実 施 例 ４ ： 抗 体 の 取 得 及 び 精 製
　 精 製 し た 後 、 ウ サ ギ 血 清 を ４ ℃ 、 ４ ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ３ ０ 分 間 遠 心 し た 。 静 置 し て 分 離 後
、 当 該 血 清 を 半 分 、 １ Ｍ 　 Ｎ ａ ｃ ｌ を 含 む ｐ Ｈ ８ ． ０ の １ ． ５ Ｍ グ リ セ リ ン 緩 衝 液 で 希 釈
し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
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実 施 例 ４ ａ ： プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ ー ス 上 で の Ｉ ｇ Ｇ 精 製
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は 、 プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ ー ス ゲ ル （ Amersham Bioscienc
es＃ 17.1279.02） 上 で ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 行 っ た 。 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 か
ら 抽 出 し た プ ロ テ イ ン Ａ を Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の Ｆ ｃ フ ラ グ メ ン ト と 特 異 的 に 混 合 し た 。 次 い で 、
サ ブ ク ラ ス を 全 て 含 む Ｉ ｇ Ｇ を ｐ Ｈ ３ ． ０ で 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 使 用 す る 全 て の 緩 衝 液 は 、 気 泡 の 生 成 を 防 ぐ た め 、 カ ラ ム に 使 用 す る 前 に 、 超 音 波 洗 浄
機 で １ ５ 分 間 、 脱 気 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム は 、 １ ２ ｍ ｌ の プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ ー ス を 使 用 し て 作 っ
た 。 ゲ ル カ ラ ム は 、 蒸 留 し て 脱 気 し た 水 で ４ ０ 分 間 、 更 に ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ ｃ ｌ を 含 む ｐ Ｈ
７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で ４ ０ 分 間 、 最 後 に １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ｐ Ｈ ８ ． ０
の １ ． ５ Ｍ グ リ セ リ ン 緩 衝 液 で 、 正 し い ベ ー ス ラ イ ン が 得 ら れ る ま で 平 衡 化 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 次 に 、 １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ｐ Ｈ ８ ． ０ の １ ． ５ Ｍ グ リ セ リ ン 緩 衝 液 で 半 分 希 釈 し た １
０ ｍ ｌ の ウ サ ギ 血 清 を 、 ０ ． ５ ｍ ｌ /分 の 流 速 で カ ラ ム に 通 過 さ せ た 。 ア ル ブ ミ ン ピ ー ク
が 現 れ た 後 、 Ｉ ｇ Ｇ 血 清 を 、 ０ ． １ Ｍ 　 ト リ ス － ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 で ｐ Ｈ ３ ． ０
に 調 整 し た ０ ． １ Ｍ ク エ ン 酸 溶 液 の 方 法 で 溶 出 し た 。 Ｉ ｇ Ｇ 溶 出 ピ ー ク を 回 収 し 、 即 座 に
、 ４ ℃ で 一 晩 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 中 で 透 析 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 プ ロ テ イ ン Ａ に よ る 精 製 後 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８
） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ の 吸 着 量 で 被
覆 し た 殻 斗 上 で Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 試 験 し た 。 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 に つ い て 得 ら れ た 結 果 を 、 図 １ に 示 す 。 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 も 同 じ 結 果 を 与 え た 。 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 及 び ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 対 し 、 比 較 的 特 異 的 で あ っ た 。 し か し な が ら 、 我
々 は 、 高 濃 度 に お い て 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 反 応 性 が 低 い こ と に 気 付 く こ と が で
き た 。 す な す ち 、 ウ サ ギ 由 来 の 単 一 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し 、 実 施 例 ４ ． ｂ で
述 べ る 方 法 に 従 い 、 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 で 除 去 す る こ と に よ り 、 無
視 で き る 反 応 性 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
実 施 例 ４ ｂ ： Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｍ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 上 で の Ｉ ｇ Ｇ の 除 去
　 当 該 操 作 の 目 的 は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） に 関 し て 観 察 さ れ る 交 差 反 応 を 排 除 す る こ
と で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 得 ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 交 差 反 応 は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 分 子 の Ｎ － 末 端 位
に 位 置 す る の で 、 排 除 す る イ ム ノ グ ロ ブ リ ン に Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） の 当 該 領 域 を 正 し
く 提 示 す る こ と は 重 要 で あ る 。 当 該 目 的 の た め 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） は 、 そ の Ｃ － 末
端 部 に よ っ て Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 へ の 結 合 を 促 進 す る た め に 、 Ｃ － 末 端 位 を ３ つ の
リ ジ ン 残 基 （ Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 ） で 延 長 し て 合 成 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 ： Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ － Ｃ － Ｆ － Ｇ － Ｒ － Ｋ － Ｍ － Ｄ －
Ｒ － Ｉ － Ｓ － Ｓ － Ｓ － Ｓ － Ｇ － Ｌ － Ｇ － Ｃ － Ｋ － Ｖ － Ｌ － Ｒ － Ｒ － Ｈ － Ｋ － Ｋ － Ｋ （ 配 列
番 号 １ ０ ４ ） は 、 実 施 例 １ で 上 述 し た 、 「 Ｆ ｍ ｏ ｃ 」 （ ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ
ル ボ ニ ル ） 化 学 を 使 っ て パ イ オ ニ ア シ ン セ サ イ ザ イ ー で 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を １ ０ ｍ ｇ /ｍ ｌ の 濃 度 で 加 え た ｐ Ｈ ８ ． ３ の １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｈ
Ｃ Ｏ 3 緩 衝 液 を 使 っ て 、 ５ ｍ ｇ の Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 を 溶 解 し た 。 ２ ｍ ｌ の Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス
樹 脂 （ Ｎ Ｈ Ｓ － 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス 　 ４ 高 速 フ ロ ー 、 Amersham Biosciences　 ＃ 17.0906.
01） を ４ ℃ 、 １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ３ ０ 秒 間 遠 心 し た 。 樹 脂 を １ ５ ｍ ｌ の 冷 １ ｍ Ｍ 　 Ｈ Ｃ ｌ 溶
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液 で 洗 浄 し た 。 Ｈ Ｃ ｌ 溶 液 を 遠 心 及 び 除 去 し た 後 、 樹 脂 を Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 リ ガ ン ド と １ ０ ｍ
ｇ /ｍ ｌ で 混 合 し た 。 当 該 混 合 物 を 、 ゆ っ く り 攪 拌 し な が ら 、 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 リ ガ ン ド 溶 液 を 遠 心 及 び 除 去 し た 後 、 樹 脂 の 非 反 応 性 基 を ｐ Ｈ ８ ． ０ の ０ ． １ Ｍ
　 グ リ シ ン 緩 衝 液 ５ ｍ ｌ で ブ ロ ッ ク し た 。 当 該 混 合 物 を 、 ゆ っ く り 攪 拌 し な が ら 、 室 温 で
１ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 を 遠 心 及 び 除 去 し た 後 、 ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ
Ｃ ｌ を 加 え た ｐ Ｈ ８ ． ３ の １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ 3 緩 衝 液 ５ ｍ ｌ で 、 樹 脂 を 吸 収 し 、 当
該 緩 衝 液 で ４ 回 洗 浄 し た 。 最 後 の 洗 浄 後 、 混 合 物 を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に 装 填 し た
。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム を 調 製 後 、 １ ０ ｍ ｇ の ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の Ｉ ｇ Ｇ 又
は ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の Ｉ ｇ Ｇ を 当 該 カ ラ ム に 装 填 し た 。 カ ラ ム に 接 続 し た ペ リ ス
タ ポ ン プ に よ り 、 ４ ℃ で 一 晩 、 ウ サ ギ 血 清 Ｉ ｇ Ｇ を 循 環 さ せ る こ と が で き た 。 次 の 日 、 Ｉ
ｇ Ｇ 溶 液 を 回 収 し た （ ろ 液 ） 。 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 に 結 合 し た Ｉ ｇ Ｇ フ ラ ク シ ョ ン を 、 ５ Ｍ 　 尿
素 を 含 む ｐ Ｈ ８ ． ０ の ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 緩 衝 液 溶 出 し た （ 溶 出 液 ） 。 当 該 溶 出 液 及 び ろ 液 は
、 除 去 の 効 果 を 確 認 す る た め に 試 験 し た 。 図 ２ 及 び ３ は 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 及 び ＃ ０
４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の 各 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の ろ 液 を 用 い 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 行 っ た 試 験 結 果
を 示 す 。 図 ４ 及 び ５ は 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 及 び ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の 各 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 血 清 の 溶 出 液 を 用 い 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 行 っ た 試 験 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 予 想 と お り 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 及 び ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の ろ
液 は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 特 異 的 で あ っ た 。 す な わ ち 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は
Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） で は 反 応 性 が 認 め ら れ な か っ た 。 溶 出 液 は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １
０ ８ ） に つ い て は か な り の 反 応 性 を 有 し 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） に つ い て も 反 応 性 を 有
し て い た 。 当 該 結 果 は 、 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク
ロ ー ナ ル 血 清 の 効 果 を 確 認 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） は 、 Sigma（ ＃ B-5900） か ら 入 手 し 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８
） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） は 、 ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ （ Amersham Pharmacia Biotech）
に ク ロ ー ニ ン グ し 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 慣 用 的 手 段 で 大 腸 菌 に 導 入 し た 後 に 発 現 す る 組
換 え 蛋 白 質 の 形 で 製 造 し た 。 ベ ク タ ー の 起 源 は Berlex Biosciences(Richmond,CA,USA)社
か ら 提 供 を 受 け 、 そ の 製 造 は 、 Yan et al.(PNAS,2000,vol.97,pp.8525-8529)に よ っ て 記
述 さ れ て い る 。 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 濃 度 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） の 濃 度 は 、 比 色
蛋 白 質 試 験 に 関 す る Ｂ ｒ ａ ｄ ｆ ｏ ｒ ｄ 法 に よ っ て 測 定 し た （ M.Bradford,Anal.Biochem.19
76;72:248-54） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
実 施 例 ５ ： Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） に 関 す る 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８
０ ５ 及 び ＃ Ｌ ０ １ ２ ３ ５ 由 来 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 の 交 差 反 応 割 合 の 決 定
【 ０ １ １ ０ 】
材 料 ：
１ ） 固 相 ： 平 底 Maxisorpマ イ ク ロ プ レ ー ト 、 Nunc（ Denmark） 。
２ ） Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） は 、 Sigma（ ＃ B-5900） か ら 入 手 し 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０
８ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） は 、 組 換 え 蛋 白 質 の 形 で 製 造 し た 。 当 該 蛋 白 質 溶 液 の 濃 度 は
、 比 色 分 析 蛋 白 質 ア ッ セ イ に 関 す る Ｂ ｒ ａ ｄ ｆ ｏ ｒ ｄ 法 に よ っ て 測 定 し た （ M.Bradford,A
nal.Biochem.1976;72:248-54） 。
３ ） 使 用 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 （ Sigma　 ＃ A-9169） で あ る 。
４ ） 飽 和 緩 衝 液 ： １ ％ の 牛 胎 児 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA,Sigma　 ＃ A-7888） を 含 む ｐ Ｈ ７ ．
４ の ダ ル ベ ッ コ Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 。
５ ） 希 釈 溶 液 ： ０ ． １ ％ の Ｂ Ｓ Ａ 及 び ０ ． １ ％ の ツ ィ ー ン ２ ０ を 含 む ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ
ッ コ Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 。
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６ ） 洗 浄 液 ： ０ ． １ ％ の ツ ィ ー ン ２ ０ を 含 む ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 。
７ ） 視 覚 化 溶 液 ： 視 覚 化 溶 液 は 、
７ ａ ） 基 質 溶 液 ： ０ ． ３ ３ ％ の Ｈ 2 Ｏ 2 を 含 む ０ ． ０ １ Ｍ 　 ク エ ン 酸 と ０ ． ０ ４ Ｍ 　 ト リ ナ
ト リ ウ ム ・ シ ト レ ー ト の 最 終 ｐ Ｈ ５ ． ６ の 溶 液 、 及 び
７ ｂ ） 色 原 体 ： Ｏ Ｐ Ｄ （ オ ル ト － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ） 錠 で 、 １ Ｏ Ｐ Ｄ 錠 は 、 １ ０ ｍ ｌ の
基 質 緩 衝 液 に 溶 解 し て い る 、
を 含 む 。
８ ） 停 止 溶 液 ： ４ Ｎ 　 Ｈ 2 Ｓ Ｏ 4 。
【 ０ １ １ １ 】
プ ロ ト コ ー ル ：
　 ア ッ セ イ は 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 殻 斗 に 固 定 さ れ た 種 々 の 蛋 白 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 免 疫 反 応 性 を 直 接 評 価 す る こ と に あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
・ ダ ル ベ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で 種 々 の コ ー テ ィ ン グ 溶 液 、 す な わ ち Ｂ Ｎ Ｐ
（ ７ ７ － １ ０ ８ ） を ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ 含 む 第 一 の 溶 液 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を ０
． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ 含 む 第 二 の 溶 液 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） を ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ 含 む 第 三 の 溶
液 、 及 び Ｇ Ｓ Ｔ （ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ 制 御 蛋 白 質 ） を ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ 含 む 第 四 の
溶 液 を ま ず 調 製 し た 。
・ 当 該 溶 液 の 各 １ ０ ０ μ ｌ を マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 別 々 に 入 れ た 。
・ こ の マ イ ク ロ プ レ ー ト を ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 除 い た 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 、 ０ ． １ ％ の ツ ィ ー ン ２ ０ を 含 む ｐ
Ｈ ７ ． ４ の ダ ル べ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 ３ ０ ０ μ ｌ で 洗 浄 し 、 １ ％ の Ｂ Ｓ Ａ を 含 む ｐ Ｈ ７ ．
４ の ダ ル べ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 ２ ５ ０ μ ｌ を 添 加 し て 飽 和 さ せ た 。
・ そ の 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ 次 い で 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 洗 浄 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。
・ 予 め 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に つ い て は ２ 及 び １ μ ｇ /ｍ ｌ
に 、 ウ サ ギ ＃ Ｌ ０ １ ２ ３ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に つ い て は １ ／ ２ ５ ０ ０ 及 び １ ／ ５
０ ０ ０ に 希 釈 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 溶 液 １ ０ ０ μ ｌ を 各 殻 斗 に 置 い た 。
・ 反 応 媒 体 を 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ 次 い で 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を ３ ０ ０ μ ｌ の 洗 浄 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。
・ １ ０ ０ μ ｌ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
を 希 釈 緩 衝 液 で １ ／ ８ ０ ０ ０ に 希 釈 し た マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え た 。
・ 反 応 媒 体 を 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ 次 い で 、 プ レ ー ト を ３ ０ ０ μ ｌ の 洗 浄 液 で ５ 回 洗 浄 す る 。 １ ０ ０ μ ｌ の 視 覚 化 溶 液 を 各
殻 斗 に 分 注 し た 。 反 応 を 黒 っ ぽ く な る ま で 、 室 温 で ２ ０ 分 間 放 置 し た 。
・ 次 い で 、 ５ ０ μ ｌ の 停 止 溶 液 を 各 殻 斗 に 分 注 し た 。
・ 反 応 を 停 止 後 、 光 学 密 度 を ４ ９ ０ ／ ６ ２ ０ ｎ ｍ で 分 光 光 度 計 で 読 ん だ 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 に つ い て 、 ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ を 吸 着 さ せ た Ｂ Ｎ Ｐ （
７ ７ － １ ０ ８ ） 、 ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ を 吸 着 さ せ た プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 及 び ０ ． ２
５ μ ｇ /ｍ ｌ を 吸 着 さ せ た Ｇ Ｓ Ｔ 上 で 試 験 し 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 抗 体 と の 交 差 反 応
の 割 合 を 次 式 ：
【 ０ １ １ ４ 】
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【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ５ 】
を 使 っ て 計 算 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 に つ い て 、 ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ を 吸 着 さ せ た Ｂ Ｎ Ｐ （
１ － ７ ６ ） 、 ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ を 吸 着 さ せ た プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 及 び ０ ． ２ ５ μ
ｇ /ｍ ｌ を 吸 着 さ せ た Ｇ Ｓ Ｔ 上 で 試 験 し 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 抗 体 と の 交 差 反 応 の 割 合 を
次 式 ：
【 ０ １ １ ７ 】
【 数 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ８ 】
を 使 っ て 計 算 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ０ 】
結 論 ：
　 上 記 血 清 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 交 差 反 応 は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） に つ い て は ２ ％ 未 満 で
あ り 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） に つ い て は ５ ％ 未 満 で あ っ た 。 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） の
交 差 反 応 性 は 、 実 施 例 ４ ． ｂ に 記 載 し た 除 去 方 法 の 手 段 に よ り 排 除 で き た 。 し か し な が ら
、 当 該 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 実 施 例 １ ９ 及 び ２ ０ に 記 載 の よ う に 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １
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０ ８ ） の 免 疫 酵 素 測 定 法 の 条 件 、 及 び 患 者 に 通 常 見 ら れ る Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 濃 度 や
Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 濃 度 で は 結 果 的 に 交 差 反 応 を 示 さ ず に 、 除 去 し な い 状 態 で 使 用 で き た
。
【 ０ １ ２ １ 】
実 施 例 ６ ： Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 上 で 除 去 す る 前 後 の 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４
６ ８ ０ ５ 及 び ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ の
同 定
　 Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 上 で 除 去 す る 前 後 の 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 及
び ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 は 、 当 該 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に よ っ て 認 識 さ
れ る エ ピ ト ー プ を 同 定 す る た め に 、 ス ポ ッ ト 法 に よ り 試 験 し た 。 Frankに よ っ て 説 明 さ れ
る 当 該 方 法 （ Tetrahedron,1992;48:9217-32） は 、 非 常 に 多 く の 未 特 定 配 列 の ペ プ チ ド の
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 で の 迅 速 合 成 が 可 能 で あ る 。 使 用 す る プ ロ ト コ ー ル は 、 Molina et 
al.に よ っ て 説 明 さ れ て い る （ Pet.Res.,1996;9:151-5） 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ア ミ ノ 化 機 能 を 含 む 直 径 約 ５ ｍ ｍ の ス ポ ッ ト を １ 枚 の シ ー ト 上 で 作 り 、 当 該 ス ポ ッ ト は
、 合 成 ぺ プ チ ド の Ｃ － 末 端 ア ミ ノ 酸 の 支 点 と し て 役 立 っ た 。 ペ プ チ ド 鎖 は 、 活 性 化 Ｆ ｍ ｏ
ｃ ア ミ ノ 酸 の 連 続 的 な 添 加 に よ っ て 伸 張 で き た 。 ア ミ ノ 酸 側 鎖 は 、 適 当 な 化 学 基 で 保 護 し
た 。 全 て の ペ プ チ ド は 、 Ｎ － ア セ チ ル 化 し た Ｎ － 末 端 残 基 を 用 い て 合 成 し た 。 合 成 の 最 後
に は 、 側 鎖 は ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 の 作 用 に よ り 脱 保 護 し た 。 当 該 処 理 は 、 ペ プ チ ド 及 び セ ル
ロ ー ス 支 持 体 と の 結 合 に 影 響 を 与 え る も の で は な く 、 ペ プ チ ド の 反 応 性 は 比 色 試 験 の 手 段
に よ り 評 価 で き た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 膜 上 で 合 成 し た 一 連 の ペ プ チ ド は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 全 体 的 配 列 を 表 す 、 ３
つ の ア ミ ノ 酸 残 基 が シ フ ト し た ３ ２ の ペ ン タ デ カ ペ プ チ ド か ら 成 っ て い た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ０ ． １ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ 、 ５ ％ ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ Euromedex#SU-07-250） 及 び ５ ％ ス
ク ロ ー ス を 加 え た ｐ Ｈ ７ ． ０ の Ｔ Ｂ Ｓ （ ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 ） 緩 衝 液 ３ ０ ｍ ｌ で 上 記 膜
を 飽 和 し た 後 、 １ ０ μ ｇ /ｍ ｌ に 希 釈 し た ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 ２ ０ ｍ ｌ の 反 応 性 を
試 験 し た （ ３ ７ ℃ で １ 時 間 ３ ０ 分 間 、 攪 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 試 験 し た ） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 ０ ． １ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ を 加 え た ｐ Ｈ ７ ． ０ の Ｔ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 後 、 ２ ０ ｍ ｌ の ア
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ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Sigma＃ A-8025） を 室 温 で １
時 間 、 攪 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に 、 ３ ０ ｍ ｌ の 洗 浄 液 で 最 終 洗 浄 を 行 っ た
後 、 ３ ０ ｍ ｌ の 基 質 溶 液 [０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ （ ５ － ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド
リ ル ホ ス フ ェ ー ト ） １ ２ ０ μ ｌ 、 １ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 　 １ ５ ０ μ ｌ 及 び ０ ． １ Ｍ 　 Ｍ Ｔ Ｔ （
チ ア ゾ イ ル ・ ブ ル ー ・ テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド ） １ ８ ０ μ ｌ を 含 む 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ の Ｃ Ｂ Ｓ
（ ク エ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ） 緩 衝 液 ３ ０ ｍ ｌ ］ を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 当 該 ス ポ ッ ト を
視 覚 化 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 上 記 膜 を ス キ ャ ン し た 後 、 膜 の ス ポ ッ ト 強 度 を 、 画 像 処 理 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 評 価 し
た （ 相 対 的 強 度 単 位 で ） 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ は 、 抗 血 清 に よ っ て 検 出 し た ス ポ ッ ト
か ら 計 算 し た 。 除 去 前 の ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に 関 す る エ ピ ト
ー プ 分 析 の 結 果 を 図 ６ に 示 す 。 ５ つ の ペ プ チ ド （ ス ポ ッ ト ２ ２ ～ ２ ６ ） を ポ リ ク ロ ー ナ ル
血 清 に よ っ て 検 出 し 、 こ れ ら ５ つ の ペ プ チ ド に 共 通 の 配 列 は 、 Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 し か し な が ら 、 Ｒ Ａ Ｐ ユ ニ ッ ト を Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ ユ ニ ッ ト の Ｎ － 末 端 位 に 加 え る と 、 反 応 性
が 顕 著 に 増 加 し た 。 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 上 で の 除 去 後 の ウ サ ギ ＃ ０
４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に 関 す る エ ピ ト ー プ 分 析 の 結 果 を 、 図 ７ に 示 す 。 ４
つ の ペ プ チ ド （ ス ポ ッ ト ２ ２ ～ ２ ５ ） を ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に よ っ て 検 出 し 、 こ れ ら ５ つ
の ペ プ チ ド に 共 通 の 配 列 は 、 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ で あ っ た 。 除 去 前 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に
つ い て 観 察 さ れ た も の と 異 な り 、 Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ ユ ニ ッ ト の 反 応 性 だ け が 観 察 さ れ な か っ た （
ス ポ ッ ト ２ ６ ） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 こ の こ と は 、 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 上 で の 除 去 前 で は 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 血 清 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 検 出 し な か っ た 、 こ と を 説 明 し て い る （ 心 覚 え に 、
Ｓ 7 7 Ｐ ユ ニ ッ ト は 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） の 配 列 の 最 初 の ２ つ の ア ミ ノ 酸 に 対 応 し て い
た ） 。 結 局 、 単 一 特 異 性 を 示 す ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に よ っ て
認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 ７ ： 除 去 前 後 の ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 及 び ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血
清 の 最 小 エ ピ ト ー プ の 、 ア ラ ニ ン （ Ａ ｌ ａ ） ス キ ャ ン 法 に よ る 同 定
　 Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 上 で 除 去 前 後 の ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 及 び ＃ ０
４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に よ っ て プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の み を 特 異 的 に 認 識 す る 、 ヒ ン ジ ペ プ チ ド 中 の 最 小 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る た め に
、 （ 実 施 例 ６ に 記 載 の ） ス ポ ッ ト 方 法 で 試 験 し た 。 ヒ ン ジ ペ プ チ ド Ｙ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ Ｋ
Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ の 配 列 を 繰 り 返 し た １ ６ つ の ペ ン タ デ カ ペ プ チ ド か ら な り 、 一 つ の ア ミ ノ 酸 が
ア ラ ニ ン 残 基 （ ア ラ ニ ン ・ ス キ ャ ニ ン グ 又 は 「 Ａ ｌ ａ － ス キ ャ ン 」 ） 又 は グ リ シ ン 残 基 で
順 々 に 置 換 、 こ の 置 換 は 、 毎 回 、 一 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 ご と に 右 に シ フ ト す る よ う な 置 換 で
あ る 、 が な さ れ て い る 膜 を 合 成 し た （ 表 ３ － １ 、 ３ － ２ ） 。 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ
ァ ロ ー ス 樹 脂 上 で 除 去 前 後 の ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 及 び ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー
ナ ル 血 清 の Ａ ｌ ａ － ス キ ャ ン 分 析 の 結 果 を 表 ３ に 示 す 。
【 ０ １ ３ １ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ２ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 及 び ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に よ っ て 認 識 さ れ
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る エ ピ ト ー プ の 認 識 に 不 可 欠 で あ る ア ミ ノ 酸 は 、 Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ で あ っ た 。 し か し 、 Ｂ Ｎ Ｐ －
Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 上 で の ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清
の 除 去 後 で は 、 Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ ユ ニ ッ ト に 加 え て 、 Ｒ Ａ ユ ニ ッ ト が 認 識 に 寄 与 し て い た 。 除 去
前 の ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に 関 し て は 、 プ ロ リ ン Ｐ 7 8 の み が 認
識 に 寄 与 す る が 、 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 上 で の ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２
由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の 除 去 後 で は 、 認 識 に 寄 与 す る ユ ニ ッ ト は Ｒ － Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ で
あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 及 び ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ
ル 血 清 に よ る プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 特 異 的 認 識 に 必 須 の 最 小 エ ピ ト ー プ が Ｒ Ａ Ｐ Ｒ

7 6 Ｓ 7 7 Ｐ で あ る 、 こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
実 施 例 ８ ： Ａ ｌ ａ － ス キ ャ ン 法 に よ る ウ サ ギ ＃ Ｌ ０ １ ２ ３ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の
最 小 エ ピ ト ー プ の 同 定
　 最 初 （ 除 去 の 必 要 が な い ） か ら プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 特 異 的 な 、 ウ サ ギ ＃ Ｌ ０ １
２ ３ ５ 由 来 に ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０
８ ） の み を 特 異 的 に 認 識 す る 、 ヒ ン ジ 中 の 最 小 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る た め に 、 （ 実 施 例 ６
に 記 載 の ） ス ポ ッ ト 法 で 試 験 し た 。 使 用 し た 膜 は 、 実 施 例 ７ に 記 載 し た も の で あ る 。 ウ サ
ギ ＃ Ｌ ０ １ ２ ３ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の Ａ ｌ ａ － ス キ ャ ン 分 析 の 結 果 を 表 ４ に 示 す
。
【 ０ １ ３ ５ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 及 び ＃ ０ ４ ６ ８ ３ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に 関 し （ 実 施 例 ７
） 、 こ れ ら の 結 果 は 、 ウ サ ギ ＃ Ｌ ０ １ ２ ３ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に よ る プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ
（ １ － １ ０ ８ ） の 特 異 的 認 識 に 必 須 の 最 小 エ ピ ト ー が Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ で あ る 、 こ と を 示
し て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 例 ９ ： プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 組 換 え 蛋 白 質 に よ る マ ウ ス の 免 疫
　 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ （ 雌 性 ６ 週 齢 ） の マ ウ ス を 、 実 施 例 ４ ． ｂ で 述 べ た 組 換 え プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １
－ １ ０ ８ ） で 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 慣 用 的 技 術 に よ り 免 疫 し た 。 最 初 の 注 射 で は 、 プ ロ
Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） １ ｍ ｌ の 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Sigma＃ F-5881） １ ｍ ｌ に
よ る エ マ ル シ ョ ン を 調 製 し 、 こ の エ マ ル シ ョ ン の ３ ０ ０ μ ｌ （ す な わ ち １ ０ ０ μ ｇ の 蛋 白
質 ） を 各 マ ウ ス に 皮 下 注 射 し た 。 ２ つ の 追 加 免 疫 は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） （ す な わ
ち １ ０ ０ μ ｇ の 蛋 白 質 ） の 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ Sigma＃ F-5506） に よ る エ マ
ル シ ョ ン ３ ０ ０ μ ｌ の 腹 腔 内 注 射 に よ り 、 １ ５ 日 間 あ け て 行 っ た 。 第 二 の 追 加 免 疫 の １ ５
日 後 、 第 三 の 追 加 免 疫 を 先 と 同 じ 方 法 に よ り 、 但 し 皮 下 注 射 に よ っ て 行 っ た 。 最 後 に 、 最
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終 追 加 免 疫 の １ ５ 日 後 、 ス ポ ッ ト 技 術 に よ る 免 疫 反 応 を 分 析 す る た め に 、 マ ウ ス か ら 血 液
試 料 を 採 取 し た 。 マ ウ ス １ ２ の 免 疫 反 応 は 、 本 研 究 の リ マ イ ン ダ ー に 特 に 有 益 で あ る こ と
が 判 っ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
実 施 例 １ ０ ： マ ウ ス １ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １
－ １ ０ ８ ） 配 列 の エ ピ ト ー プ の 同 定
　 マ ウ ス １ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ）
配 列 の エ ピ ト ー プ の 同 定 に 使 用 し た ス ポ ッ ト 法 は 、 実 施 例 ６ に 記 載 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 膜 上 で 合 成 し た 一 連 の ペ プ チ ド は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 全 体 を 表 し て い る
９ ４ の ペ ン タ デ カ ペ プ チ ド か ら な り 、 各 ぺ プ チ ド は 、 １ ア ミ ノ 酸 残 基 ず つ シ フ ト し て い る
。 マ ウ ス １ ２ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の 反 応 性 は 、 １ ／ ５ ０ ０ に 希 釈 し 、 実 施 例 ６ に 記
載 の 膜 上 で 試 験 し た 。 膜 を ス キ ャ ン 後 、 膜 上 の ス ポ ッ ト 強 度 （ 相 対 的 強 度 ユ ニ ッ ト ） を 、
画 像 処 理 ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 評 価 し た 。 抗 血 清 に よ っ て 検 出 し た ス ポ ッ ト か ら 計 算 し た バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ は 、 相 対 的 強 度 ユ ニ ッ ト が ３ ０ で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 の Ｎ － 末 端 位 に 位 置 す る ３ 領 域 は 、 マ ウ ス １ ２ 由 来 の
抗 血 清 の 抗 体 に よ っ て 特 に 良 好 に 認 識 さ れ た 。 こ の ３ 領 域 と は 、 配 列 Ｈ 1 Ｐ Ｌ Ｇ Ｓ Ｐ Ｇ Ｓ
Ａ Ｓ Ｄ Ｌ Ｅ Ｔ Ｓ 1 5 （ 配 列 番 号 ２ ３ ） （ ス ポ ッ ト １ ～ １ ２ ） 、 配 列 Ｌ 1 7 Ｑ Ｅ Ｑ Ｒ Ｎ Ｈ Ｌ Ｑ Ｇ
Ｋ 2 7 （ 配 列 番 号 １ ２ ３ ） （ ス ポ ッ ト １ ７ ～ ２ ７ ） 及 び 配 列 Ｌ 3 8 Ｅ Ｐ Ｌ Ｑ Ｅ Ｓ Ｐ Ｒ Ｐ Ｔ Ｇ 4 9

（ 配 列 番 号 １ ２ ４ ） （ ス ポ ッ ト ３ ８ ～ ４ ９ ） で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 驚 い た こ と に 、 マ ウ ス １ ２ 由 来 の 抗 血 清 は 、 ぺ プ チ ド 配 列 が Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ ユ ニ ッ ト
を 含 む ス ポ ッ ト 、 す な わ ち ス ポ ト ６ ４ ～ ６ ８ を 認 識 す る こ と が で き る 抗 体 も 含 ん で い た 。
ス ポ ッ ト の ペ プ チ ド 配 列 を 表 ５ に 記 載 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ３ 】

10

20

30

40

(33) JP 2006-514609 A 2006.5.11



【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ４ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 製 の た め に 選 ん だ マ ウ ス （ ５ 週 齢 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ 雌 性 ） を 、 Ｋ Ｌ Ｈ
（ keyhole limpet hemocyanin） に 結 合 し た 配 列 番 号 １ ６ 　 Ｃ － Ｙ Ｔ Ｌ Ｐ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ Ｋ Ｍ
Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ － Ｎ Ｈ 2 （ Ｃ １ ３ Ｐ ３ ０ ） の ペ プ チ ド で 、 次 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 免 疫 し た 。
す な わ ち 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト で ２ 倍 に 希 釈 し た １ ０ ０ μ ｇ の Ｋ Ｌ Ｈ 結 合 ペ プ チ
ド で 皮 下 注 射 し た 。 ４ 回 の 追 加 免 疫 を 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト で ２ 倍 に 希 釈 し た
Ｋ Ｌ Ｈ 結 合 ぺ プ チ ド １ ０ ０ μ ｇ の 皮 下 注 射 に よ り 、 ３ 週 間 あ け て 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 リ ン パ 球 融 合 を 実 施 す る 前 の ３ 日 間 、 マ ウ ス を 次 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 超 免 疫 し た 。
滅 菌 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 中 に Ｋ Ｌ Ｈ に 結 合 し た Ｃ － Ｙ Ｔ Ｌ Ｐ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ － Ｎ Ｈ 2

ペ プ チ ド １ ０ ０ μ ｇ に つ い て 、 イ ム ノ ゲ ン の 総 用 量 を ４ 回 の 注 射 に 分 注 し た 。 第 一 及 び 第
二 の 注 射 は 各 々 、 総 用 量 の １ ／ １ ０ に 相 当 し た 。 こ れ ら の 注 射 は 、 種 々 の 部 位 に 、 ４ ５ 分
間 お き に 皮 下 に 行 っ た 。 総 用 量 の ２ ／ １ ０ に 相 当 す る 第 三 の 注 射 は 、 第 二 の 注 射 の ４ ５ 分
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後 に 皮 下 に 行 っ た 。 第 三 の 注 射 の ３ ０ 分 後 、 ア ナ フ ィ ラ シ ー ・ シ ョ ッ ク を 避 け る た め に 、
プ ロ メ タ ジ ン の 殺 菌 Ｐ Ｂ Ｓ の １ ｍ ｇ /ｍ ｌ 溶 液 （ ２ ． ５ ％ 　 フ ェ ネ ル ガ ン 、 Laboratories 
Medeva Parma） １ ０ ０ μ ｌ を 腹 腔 内 注 射 し た 。 最 後 に 、 １ ５ 分 後 、 総 用 量 の ６ ／ １ ０ に 相
当 す る 最 終 注 射 を 腹 腔 内 に 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 リ ン パ 球 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 Kohler and Milstein（ Nature,1975;256:495-97
） に よ っ て 説 明 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 実 施 し た 。 予 め 非 動 化 し た １ ０ ％ の 牛 胎 児 血 清 （
Bio-Whittaker＃ BE02701E） 及 び ８ － ア ザ グ ア ニ ン （ Sigma＃ A-8526） を 添 加 し た Ｌ － グ ル
タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ Sigma＃ G-6784） の 混 合 物 を 補 足 し た Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ 　 １ ６ ４ ０ 倍 地 （ Bio-Whittaker＃ BE12-167F） で 前 も っ て 培 養 し た 、 マ ウ ス の 脾 臓 か
ら 抽 出 し た リ ン パ 球 細 胞 及 び ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ Ｐ ３ － Ｘ ６ ３ － Ａ ｇ ８ ． ６ ５ ３ ） を 使 っ て
行 っ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 牛 胎 児 血 清 を 添 加 せ ず 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ Sigma
＃ G-6784） の 混 合 物 を 補 足 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 　 １ ６ ４ ０ 倍 地 （ Bio-Whittaker＃ BE12-167F） で
前 も っ て 培 養 し た リ ン パ 球 細 胞 及 び ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 １ ミ エ ロ ー マ 細 胞 に つ き ５ リ ン パ
球 の 割 合 で 混 合 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 当 該 混 合 物 を 室 温 、 ９ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ７ 分 間 遠 心 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し た 後 、 １ ｍ
ｌ の ハ イ ブ リ － マ ッ ク ス （ 登 録 商 標 ） ポ リ ス チ レ ン グ リ コ ー ル （ Sigma＃ P-7777） を 加 え
た 。 ３ ７ ℃ の ウ ォ ー タ ー バ ス で １ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 当 該 細 胞 を 室 温 、 １ ０ ０ ０
ｒ ｐ ｍ で １ 分 ３ ０ 秒 間 遠 心 し た 。 最 後 に 、 ３ ７ ℃ の ウ ォ ー タ ー バ ス で ２ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 後 、 ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン （
Sigma＃ G-6784） の 混 合 物 を 補 足 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 　 １ ６ ４ ０ 倍 地 （ Bio-Whittaker＃ BE12-167
F） で あ っ て 、 予 め ３ ７ ℃ に し て お い た 倍 地 ６ ｍ ｌ を ５ 秒 毎 に １ ０ ０ μ ｌ に 速 度 で 添 加 し
、 ９ ｍ ｌ の 同 じ 倍 地 全 て を 直 ち に 添 加 し た 。 室 温 、 ９ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ０ 分 間 遠 心 し 、 上 清
を 除 い た 後 、 予 め 非 動 化 し た １ ０ ％ の 牛 胎 児 血 清 （ Bio-Whittaker＃ BE02701E） 及 び Ｈ Ａ
Ｔ （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 チ ミ ジ ン 、 Sigma＃ H-0262） を 添 加 し た Ｌ － グ ル
タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン 及 び ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ Sigma＃ G-6784） の 混 合 物 を 補 足 し た Ｒ Ｐ
Ｍ Ｉ 　 １ ６ ４ ０ 倍 地 （ Bio-Whittaker＃ BE12-167F） で 、 １ ウ ェ ル 当 り １ ２ ０ ０ ０ ０ 細 胞 と
な る よ う に 、 １ ０ ０ μ ｌ を 分 注 す る た め に 、 当 該 ペ レ ッ ト を 溶 解 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 当 該 溶 液 を 、 予 め 、 ネ ズ ミ の マ ク ロ フ ァ ー ジ を 播 種 し た ９ ６ 培 養 プ レ ー ト の ウ ェ ル に １
０ ０ μ ｌ 加 え た 。 当 該 プ レ ー ト を Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 置 い た 。 リ ン パ 球 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン の １ ５ 日 後 、 融 合 プ レ ー ト に 存 在 す る ク ロ ー ン の 数 を 見 積 り 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ の 割 合 の 変 化 で 表 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （
７ ７ － １ ０ ８ ） 及 び 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ （ Ｃ １ ３ Ｐ ３ ０ ） を 有 す る ペ プ チ ド の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ に よ っ て 行 っ た 。 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 及 び 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ を 有 す る Ｃ １ ３
Ｐ ３ ０ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と が で き 、 実 質 的 に Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ －
１ ０ ８ ） を 認 識 す る こ と が で き な い 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の み を 選 択 し た 。 選 択
し た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 培 養 で 維 持 し 、 希 釈 を 制 限 す る こ と に よ っ て ク ロ ー ン 化 し た 。 こ
の よ う に し て ク ロ ー ン 化 し た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 腹 水 中 で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 分 泌 の た
め に 用 い る こ と が で き た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 上 記 の 方 法 に よ り 、 本 発 明 者 は 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 の 特 徴 を 有 す る ア イ ソ タ イ プ Ｉ ｇ Ｇ

1 κ の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 分 泌 す る ネ ズ ミ の ハ イ ブ リ ド ー マ 、 ク ロ ー ン ３ Ｄ ４ を 作 製 し た
。 当 該 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 ２ ０ ０ ３ 年 ７ 月 ３ １ 日 に 、 寄 託 番 号 Ｃ Ｎ Ｃ Ｍ 　 Ｉ － ３ ０ ７ ３ と
し て 、 Ｃ Ｎ Ｃ Ｍ （ Collection Nationale de Cultures de Microorganismes［ National Co
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llection of Microorganism Cultures］ ,Pasteur Institute,25 rue du Docteur Roux,75
 724 Paris,Cedex 15,France） に 寄 託 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
実 施 例 １ ２ ： ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ に よ っ て 分 泌 さ れ た 抗 体 の 特 異 性 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る
確 認
材 料 ：
１ ） 固 相 ： 平 底 Maxisorpマ イ ク ロ プ レ ー ト 、 Nunc（ Denmark） 。
２ ） Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） は 、 Sigma（ ＃ B-5900） か ら 入 手 し 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０
８ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） は 、 組 換 え 蛋 白 質 の 形 で 製 造 し た 。 当 該 蛋 白 質 溶 液 の 濃 度 は
、 比 色 分 析 蛋 白 質 ア ッ セ イ に 関 す る Ｂ ｒ ａ ｄ ｆ ｏ ｒ ｄ 法 に よ っ て 測 定 し た （ M.Bradford,A
nal.Biochem.1976;72:248-54） 。
３ ） 使 用 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 （ Sigma＃ A-9169） で あ る 。
４ ） 飽 和 緩 衝 液 ： １ ％ の 牛 胎 児 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA,Sigma＃ A-7888） を 含 む ｐ Ｈ ７ ． ４
の ダ ル ベ ッ コ Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 。
５ ） 希 釈 溶 液 ： ０ ． １ ％ の Ｂ Ｓ Ａ 及 び ０ ． １ ％ の ツ ィ ー ン ２ ０ を 含 む ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ
ッ コ Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 。
６ ） 洗 浄 液 ： ０ ． １ ％ の ツ ィ ー ン ２ ０ を 含 む ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 。
７ ） 視 覚 化 溶 液 ： 視 覚 化 溶 液 は 、
７ ａ ） 基 質 溶 液 ： ０ ． ３ ３ ％ の Ｈ 2 Ｏ 2 を 含 む ０ ． ０ １ Ｍ 　 ク エ ン 酸 と ０ ． ０ ４ Ｍ 　 ト リ ナ
ト リ ウ ム ・ シ ト レ ー ト の 最 終 ｐ Ｈ ５ ． ６ の 溶 液 、 及 び
７ ｂ ） 色 原 体 ： Ｏ Ｐ Ｄ （ オ ル ト － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ） 錠 で 、 １ Ｏ Ｐ Ｄ 錠 は 、 １ ０ ｍ ｌ の
基 質 緩 衝 液 に 溶 解 し て い る 、
を 含 む 。
８ ） 停 止 溶 液 ： ４ Ｎ 　 Ｈ 2 Ｓ Ｏ 4 。
【 ０ １ ５ ３ 】
プ ロ ト コ ー ル ：
　 ア ッ セ イ は 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 殻 斗 に 固 定 さ れ た 種 々 の 蛋 白 質 に 対 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ ３ Ｄ ４ の 培 養 上 清 の 免 疫 反 応 性 を 直 接 評 価 す る こ と に あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
・ ダ ル ベ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で 種 々 の コ ー テ ィ ン グ 溶 液 、 す な わ ち Ｂ Ｎ Ｐ
（ ７ ７ － １ ０ ８ ） を １ μ ｇ /ｍ ｌ 含 む 第 一 の 溶 液 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を １ μ ｇ /ｍ
ｌ 含 む 第 二 の 溶 液 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） を １ μ ｇ /ｍ ｌ 含 む 第 三 の 溶 液 を 全 て ま ず 調 製
し た 。
・ 当 該 溶 液 の 各 １ ０ ０ μ ｌ を マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 別 々 に 入 れ た 。
・ こ の マ イ ク ロ プ レ ー ト を ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 除 い た 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 、 ０ ． １ ％ の ツ ィ ー ン ２ ０ を 含 む ｐ
Ｈ ７ ． ４ の ダ ル べ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 １ ％ の Ｂ Ｓ Ａ を 含 む ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル べ
ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 ２ ５ ０ μ ｌ を 添 加 し て 飽 和 さ せ た 。
・ そ の 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ 次 い で 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を ３ ０ ０ μ ｌ の 洗 浄 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。
・ 予 め 、 １ ／ ２ に 希 釈 し た ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ 上 清 １ ０ ０ μ ｌ を 各 殻 斗 に 置 い た 。
・ 反 応 媒 体 を 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ 次 い で 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を ３ ０ ０ μ ｌ の 洗 浄 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。
・ １ ０ ０ μ ｌ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
を 希 釈 緩 衝 液 で １ ／ ２ ０ ０ ０ に 希 釈 し 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え た 。
・ 反 応 媒 体 を 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ 次 い で 、 プ レ ー ト を ３ ０ ０ μ ｌ の 洗 浄 液 で ５ 回 洗 浄 す る 。 １ ０ ０ μ ｌ の 視 覚 化 溶 液 を 各
殻 斗 に 分 注 し た 。 反 応 を 黒 っ ぽ く な る ま で 、 室 温 （ １ ８ ～ ２ ４ ℃ ） で ２ ０ 分 間 放 置 し た 。
・ 次 い で 、 ５ ０ μ ｌ の 停 止 溶 液 を 各 殻 斗 に 分 注 し た 。
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・ 反 応 を 停 止 後 、 光 学 密 度 を ４ ９ ０ ／ ６ ２ ０ ｎ ｍ で 分 光 光 度 計 で 読 ん だ 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 図 ８ は 、 当 該 ア ッ セ イ の 結 果 を 説 明 し て い る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ 上 清 中 に 分 泌 さ れ
た 抗 体 は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 及 び Ｃ １ ３ Ｐ ３ ０ 免 疫 ペ プ チ ド の み を 検 出 す る こ と
が で き 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） に は 反 応 し な か っ た 。 こ の 結 果
に よ り 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 除 き 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４
に よ っ て 分 泌 さ れ た 抗 体 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 対 す る 特 異 性 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に 従 う ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ 由 来 の 抗 体 は 、 実 質 的 に Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６
） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 除 き 、 抗 体 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識
す る 抗 体 で あ る こ と が 明 白 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
実 施 例 １ ３ ： ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ に よ っ て 分 泌 さ れ た 抗 体 の 特 異 性 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ に よ る 確 認
材 料 ：
１ ） 一 般 的 な Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 電 気 泳 動 装 置 。
２ ） ス タ ッ キ ン グ ゲ ル ： ５ ％ ア ク リ ル ア ミ ド 。
３ ） 溶 解 ゲ ル ： １ ６ ％ ア ク リ ル ア ミ ド 。
４ ） 陽 極 緩 衝 液 ： ０ ． ２ Ｍ 　 ト リ ス 、 ｐ Ｈ ８ ． ９ 。
５ ） 陰 極 緩 衝 液 ： ０ ． １ Ｍ 　 ト リ ス － ト リ シ ン ； ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 。
６ ） 試 料 緩 衝 液 ： ０ ． ５ Ｍ 　 ト リ ス 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ ； ２ ５ ％ グ リ セ ロ ー ル ； ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ； １
４ ． ４ ｍ Ｍ 　 β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ； ０ ． １ ％ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 。
７ ） 電 気 泳 動 装 置 。
８ ） 移 動 緩 衝 液 ； １ ９ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン ； ２ ０ ％ メ タ ノ ー ル ； ０ ． ０ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 。
９ ） Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） は 、 Sigma（ ＃ B-5900） か ら 入 手 し 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０
８ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） － Ｇ Ｓ Ｔ 及 び Ｇ Ｓ Ｔ （ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） は 、 組 換 え 蛋
白 質 の 形 で 製 造 し た 。 当 該 蛋 白 質 溶 液 の 濃 度 は 、 比 色 分 析 蛋 白 質 ア ッ セ イ に 関 す る Ｂ ｒ ａ
ｄ ｆ ｏ ｒ ｄ 法 に よ っ て 測 定 し た （ M.Bradford,Anal.Biochem.1976;72:248-54） 。
１ ０ ） コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ロ バ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
（ Jackson Immunoresearch＃ 715-035-150） を 用 い た 。
１ １ ） ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 検 出 用 の Ｅ Ｃ Ｌ キ ッ ト （ Amersham Biosciences#RPN21
06） 。
【 ０ １ ５ ８ 】
プ ロ ト コ ー ル ：
　 当 該 ア ッ セ イ の 実 施 は 、 １ ６ ％ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 中 の 種 々 の 蛋 白 質 の 電 気 泳 動 的 な 移
動 、 当 該 蛋 白 質 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 へ の 転 写 、 そ し て 最 後 に ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
、 の ３ つ の 主 な ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ １ ５ ９ 】
・ 種 々 の 溶 液 、 す な わ ち プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を １ μ ｇ 含 む 第 一 の 溶 液 、 Ｇ Ｓ Ｔ を
１ μ ｇ 含 む 第 二 の 溶 液 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） － Ｇ Ｓ Ｔ を １ μ ｇ 含 む 第 三 の 溶 液 、 及 び Ｂ Ｎ
Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を １ μ ｇ 含 む 第 四 の 溶 液 、 を 同 一 の 緩 衝 液 で ３ ５ μ ｌ の 最 終 体 積 に 調
製 し た 。
・ 各 溶 液 を １ ０ ０ ℃ で ５ 分 間 、 ウ ォ ー タ ー バ ス 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で ゲ ル の ウ ェ
ル に 装 填 し た 。 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 中 の 移 動 は 、 １ ２ ０ Ｖ の 一 定 の 電 圧 下 で １ 時 間 ３ ０ 分
間 行 っ た 。 図 ９ は 、 得 ら れ る ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル の 写 真 で あ る 。 装 填 し た 蛋 白 質 は ク マ ズ
ー ブ ル ー で 染 色 し た 。
・ 移 動 後 、 ゲ ル 中 の 蛋 白 質 を １ ２ ０ ｍ Ａ で １ 時 間 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 転 写 し た 。
・ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 は 、 ０ ． １ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ 入 り の Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 室 温 で ３
０ 分 間 、 ０ ． １ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ 、 ２ ％ ス キ ム ム ル ク 入 り の Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で 飽 和 さ せ た 。
・ ０ ． １ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ 入 り の Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 後 、 当 該 膜 に ５ ｍ ｌ の ハ イ ブ リ ド
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ー マ ３ Ｄ ４ 上 清 を 加 え て 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 、 揺 り 動 か し な が ら イ ン キ ュ ベ ー し た 。
・ ０ ． １ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ 入 り の Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 後 、 当 該 膜 に ０ ． １ ％ ツ ィ ー ン ２
０ 、 ２ ％ ス キ ム ム ル ク 入 り の Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で １ ／ ２ ０ ０ ０ に 希 釈 し た １ ０ ｍ ｌ の ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 結 合 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 加 え て 、 室 温 で １ 時 間 、 揺 り 動 か し な が ら
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ ０ ． １ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ 入 り の Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 後 、 写 真 用 フ ィ ル ム に ４ 曝 す 前 に
、 当 該 膜 を Ｅ Ｃ Ｌ 視 覚 化 剤 に ４ 分 間 浸 漬 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 得 ら れ た ス キ ャ ン し た 写 真 画 像 で あ る 図 １ ０ に 示 し た よ う に ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ 上 清
中 に 分 泌 し た 抗 体 は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 対 応 す る バ ン ド の み を 検 出 す る こ と が
で き た 。 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 及 び Ｇ Ｓ Ｔ は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ３
Ｄ ４ の 抗 体 に よ っ て は 検 出 さ れ な か っ た 。 当 該 結 果 に よ り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ に よ っ
て 分 泌 し た 抗 体 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 対 す る 特 異 性 も 確 認 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 に 従 う ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ 由 来 の 抗 体 が 、 実 施 的 に Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 、 Ｂ Ｎ
Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 除 き 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 で あ る こ
と は 明 白 で あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
実 施 例 １ ４ ： ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー
ピ の ス ポ ッ ト 法 に よ る 同 定
　 ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ 上 清 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー
プ を 同 定 す る た め に 、 ス ポ ッ ト 法 （ 実 施 例 ６ に 記 載 ） で 試 験 し た 。 得 ら れ た 結 果 は 、 ３ Ｄ
４ 抗 体 が Ｒ Ａ Ｐ Ｒ 7 6 Ｓ 7 7 Ｐ ユ ニ ッ ト を 含 む ペ プ チ ド 配 列 を 効 率 良 く 認 識 す る こ と を 示 し た
。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 当 該 結 果 は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 対 す る ３ Ｄ ４ 抗 体 の 特 異 性 を 確 認 す る 、 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ （ 実 施 例 １ ２ ） 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ 実 施 例 １ ３ ） で 得 ら れ た 結 果 と 一
致 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
実 施 例 １ ５ ： プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
材 料 ：
１ ） 固 相 ： 平 底 分 裂 型 ウ ェ ル （ cleavable-well） Maxisorpマ イ ク ロ プ レ ー ト 、 Nunc（ Denm
ark） 。
２ ） 使 用 し た 捕 獲 抗 体 は 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の 血 清 か ら 得 ら れ た 、 非 除 去 の ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
３ ） 使 用 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 Ｉ 1 2 5 （ 抗 Ｂ Ｎ ： － Ｉ 1 2 5 ） で 標 識 し た 抗 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ －
１ ０ ８ ） 抗 体 で あ る 。 当 該 抗 体 は 、 シ オ ノ ギ 社 の シ オ ノ リ ア Ｂ Ｎ Ｐ キ ッ ト の ト レ ー サ ー 抗
体 で あ る 。
４ ） 飽 和 緩 衝 液 ： １ ％ 牛 胎 児 血 清 （ BSA,Sigma＃ A-7888） を 含 む ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ
Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 。
５ ） 希 釈 緩 衝 液 ： ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 及 び ０ ． １ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ （ Sigma＃ P-1379） を 含 む ｐ
Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 。
６ ） 洗 浄 緩 衝 液 ： ０ ． １ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ を 含 む ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 。
７ ） プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） ス タ ン ダ ー ド ： 組 換 え 蛋 白 質 の 形 の 製 造 物 。
【 ０ １ ６ ５ 】
プ ロ ト コ ー ル ：
　 使 用 し た ア ッ セ イ の 原 理 は 、 平 底 分 裂 型 ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト で 行 う サ ン ド ウ ィ ッ チ
ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に 基 く 。 試 料 （ 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の ス タ ン ダ ー ド ）
及 び ト レ ー サ ー を 次 々 に 加 え る ワ ン ス テ ッ プ ア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
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・ コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 、 ま ず 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て
、 ダ ル ベ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で ４ ０ μ ｇ /ｍ ｌ に 希 釈 し 、 全 て 調 製 し た 。
当 該 溶 液 の ３ ０ ０ μ ｌ を マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え た 。
・ こ の マ イ ク ロ プ レ ー ト を ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 除 い た 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 、 ０ ． １ ％ の ツ ィ ー ン ２ ０ を 含 む ｐ
Ｈ ７ ． ４ の ダ ル べ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 ３ ０ ０ μ ｌ で 洗 浄 し 、 １ ％ の Ｂ Ｓ Ａ を 含 む ｐ Ｈ ７ ．
４ の ダ ル べ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 ３ ０ ０ μ ｌ を 添 加 し て 飽 和 さ せ た 。
・ そ の 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ 次 い で 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 洗 浄 液 （ ０ ． １ ％ の ツ ィ ー ン ２ ０ を 含 む ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル
べ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 ） で ３ 回 洗 浄 し た 。
・ １ ０ ０ μ ｌ の ス タ ン ダ ー ド プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 溶 液 、 血 清 又 は 血 漿 を 各 殻 斗 （ cu
pule） に 入 れ た 。 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を も し 必 要 な ら ば 固 相 上 に 保 持 さ れ て い る 捕
獲 抗 体 に 結 合 さ せ た 。
・ ２ ０ ０ μ ｌ の 用 時 調 製 抗 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｉ １ ２ ５ ト レ ー サ ー 溶 液 （ シ オ ノ ギ 社 の シ オ ノ リ ア Ｂ
Ｎ Ｐ キ ッ ト か ら 入 手 ） を 各 ウ ェ ル に 加 え た 。
・ 反 応 媒 体 を ４ ℃ で 一 晩 （ １ ８ ～ ２ ２ 時 間 ） イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ 翌 日 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を ３ ０ ０ μ ｌ の 洗 浄 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。 最 終 洗 浄 し 、 洗 浄 溶 液
を 吸 引 し た 後 、 各 殻 斗 を 不 特 定 の チ ュ ー ブ に 移 し た 。
・ 各 殻 斗 に 存 在 し 、 結 合 ト レ ー サ ー 量 と 試 料 中 に 存 在 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 量 に
比 例 す る 放 射 活 性 を ガ ン マ カ ウ タ ー を 使 っ て 測 定 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 図 １ １ は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の ス タ ン ダ ー ド レ ン ジ を 使 っ て 得 た 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ８ 】
実 施 例 １ ６ ： ヒ ト 試 料 の ア ッ セ イ 結 果
　 建 常 人 の １ ４ 試 料 及 び 心 不 全 に 苦 し む 患 者 の １ ５ 試 料 を 、 実 施 例 １ ５ に 記 載 の 本 発 明 に
従 う プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） Ｉ Ｒ Ｍ Ａ ア ッ セ イ 、 及 び ロ シ ュ 社 か ら 販 売 さ れ 、 エ レ ク シ
ー （ 登 録 商 標 ） 自 動 装 置 を 使 用 す る Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ア ッ セ イ の 手 段 に よ り 試 験 し た 。
血 液 試 料 は 全 て 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む チ ュ ー ブ に 入 れ た 。
　 図 １ ２ は 、 本 発 明 に 従 う プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） Ｉ Ｒ Ｍ Ａ ア ッ セ イ に よ り 当 該 試 料 に
つ い て 行 っ た 試 験 の ｃ ｐ ｍ （ counts per minute） の 結 果 を 示 す 。 心 不 全 に 苦 し む 患 者 の
試 料 か ら 得 ら れ た 結 果 は 、 建 常 人 の 試 料 か ら 得 ら れ た 結 果 よ り も 、 著 し く 高 か っ た 。 当 該
結 果 は 、 心 不 全 に 苦 し む 患 者 の 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 存 在 を 明 ら か に
す る も の で あ り 、 血 清 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） が 心 不 全 の 予 測 マ ー カ ー で あ る と い う 最
初 の 証 明 で あ る 。
　 図 １ ３ は 、 心 不 全 に 苦 し む 患 者 の １ ４ 試 料 に つ い て の 、 本 発 明 に 従 う プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） Ｉ Ｒ Ｍ Ａ ア ッ セ イ の 手 段 に よ っ て 測 定 し た プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 濃 度 （ ｐ ｇ
/ｍ ｌ ） と エ レ ク シ ー （ 登 録 商 標 ） 自 動 装 置 を 使 用 す る ロ シ ュ 社 の ア ッ セ イ の 手 段 に よ っ
て 測 定 し た プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 濃 度 （ ｐ ｇ /ｍ ｌ ） と の 相 関 関 係 を 示 す 。 観 察 で き
た 相 関 関 係 は 、 相 関 係 数 Ｒ 2 が ０ ． ８ ５ で 、 有 意 で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
実 施 例 １ ７ ： ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ビ オ チ ン と の カ ッ プ リ ン
グ
　 カ ッ プ リ ン グ 法 は 、 Ｉ ｇ Ｇ の 第 一 ア ミ ン と 反 応 し て ア ミ ド 結 合 を つ く る ビ オ チ ン の Ｎ －
ヒ ド ロ キ シ コ ハ ク 酸 ア ミ ド （ Ｎ Ｈ Ｓ ） を 使 用 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 （ ＋ ） － ビ オ チ ン ・ Ｎ － ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル （ Fluka＃ 14405） の １ ０ ０ ｍ Ｍ 溶 液
を 、 ビ オ チ ン を ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド に 溶 解 し て 調 製 し た 。 ビ オ チ ン 化 は 、 ガ ラ ス フ ラ ス
コ 中 で 行 っ た 。 除 去 し て い な い 、 予 め 精 製 し た ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の ５ ０ ０ μ ｇ を 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の ビ オ チ ン 溶 液 （ ビ オ チ ン ／ 抗 体 の モ ル 比 は ５ ０ ０ ）
１ ７ μ ｌ と 一 緒 に フ ラ ス コ に 入 れ た 。 反 応 は ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 中 で 行
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っ た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 で １ 時 間 ３ ０ 分 、 攪 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 冷 却 後 、 ２
Ｍ 　 グ リ シ ン 緩 衝 液 を 加 え て 、 ビ オ チ ン を 不 活 性 化 し た 。 混 合 物 を 室 温 で １ ０ 時 間 、 ゆ っ
く り 攪 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に 、 混 合 物 を ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ Ｐ Ｂ Ｓ
緩 衝 液 で ４ ℃ 一 晩 透 析 し た 。 翌 日 、 ナ ト リ ウ ム ア ジ ド 溶 液 を ０ ． ０ ２ ％ の 最 終 濃 度 で 加 え
た 。 当 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を ４ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
実 施 例 １ ８ ： プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 酵 素 免 疫 試 験
　 本 発 明 に 従 う 酵 素 免 疫 試 験 を 設 定 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
材 料 ：
１ ） 固 相 ： 平 底 Maxisorpマ イ ク ロ プ レ ー ト 、 Nunc(Denmark)。
２ ） 使 用 し た 捕 獲 抗 体 は 、 Strategic Biosolution社 か ら 市 販 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｂ Ｎ Ｐ
（ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 (#B9105RA00-A0)で あ る 。
３ ） 使 用 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 実 施 例 １ ７ に 記 載 の 方 法 に 従 う 、 ビ オ チ ン に 結 合 し た 、
非 除 去 の ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
４ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Amersham Pharmacia Biote
ch＃ RPN1231V） 。
５ ） 飽 和 緩 衝 液 ： １ ％ 牛 胎 児 血 清 （ BSA,Sigma＃ A-7888） を 含 む ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ
Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 。
６ ） 希 釈 溶 液 ： ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 及 び ０ ． １ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ を 含 む ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ
Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 。
７ ） 洗 浄 緩 衝 液 ： ０ ． １ ％ ツ ィ ー ン ２ ０ を 含 む ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 。
８ ） プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） ス タ ン ダ ー ド ： 組 換 え 蛋 白 質 。
９ ） 視 覚 化 溶 液 ： 視 覚 化 溶 液 は 、
９ ａ ） 基 質 溶 液 ： ０ ． ３ ３ ％ の Ｈ 2 Ｏ 2 を 含 む ０ ． ０ １ Ｍ 　 ク エ ン 酸 と ０ ． ０ ４ Ｍ 　 ト リ ナ
ト リ ウ ム ・ シ ト レ ー ト の 最 終 ｐ Ｈ ５ ． ６ の 溶 液 、 及 び
９ ｂ ） 色 原 体 ： Ｏ Ｐ Ｄ （ オ ル ト － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ） 錠 で 、 １ Ｏ Ｐ Ｄ 錠 は 、 １ ０ ｍ ｌ の
基 質 緩 衝 液 に 溶 解 し て い る 、
を 含 む 。
１ ０ ） 停 止 溶 液 ： ４ Ｎ 　 Ｈ 2 Ｓ Ｏ 4 。
【 ０ １ ７ ３ 】
プ ロ ト コ ー ル ：
　 使 用 し た ア ッ セ イ の 原 理 は 、 平 底 プ レ ー ト 中 で 行 う サ ン ド ウ ィ ッ チ 型 酵 素 免 疫 法 に 基 く
。 ま ず 、 試 料 （ 又 は ス タ ン ダ ー ド 溶 液 ） を 捕 獲 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 後 、 検 出 抗 体 を 添 加 す る ２ ス テ ッ プ ア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
・ コ ー テ ィ ン グ 溶 液 は 、 ま ず 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ の ダ ル ベ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で １ ０ μ ｇ /ｍ ｌ
に 希 釈 し た 抗 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ － １ ０ ８ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 調 製 し た 。 １ ０ ０ μ ｌ の 当 該 溶
液 を マ ク ロ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 入 れ た 。
・ こ の マ イ ク ロ プ レ ー ト を ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 除 い た 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 、 ０ ． １ ％ の ツ ィ ー ン ２ ０ を 含 む ｐ
Ｈ ７ ． ４ の ダ ル べ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 ３ ０ ０ μ ｌ で 洗 浄 し 、 １ ％ の Ｂ Ｓ Ａ を 含 む ｐ Ｈ ７ ．
４ の ダ ル べ ッ コ 　 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 ２ ５ ０ μ ｌ を 添 加 し て 飽 和 さ せ た 。
・ そ の 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ 次 い で 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 洗 浄 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。
・ １ ０ ０ μ ｌ の ス タ ン ダ ー ド プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 溶 液 、 血 清 又 は 血 漿 を 各 殻 斗 に 入
れ た 。 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） が も し 存 在 す る な ら ば 、 固 相 に 保 持 さ れ て い る 捕 獲 抗 体
に 結 合 さ せ た 。
・ 反 応 媒 体 を 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ 次 い で 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト を ３ ０ ０ μ ｌ の 洗 浄 液 で ５ 回 洗 浄 し た 。
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・ ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ビ オ チ ン 化 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ ０ ０ μ ｌ （ ６ μ ｇ /ｍ ｌ
に 濃 縮 ） を マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え た 。
・ 反 応 媒 体 を 室 温 で １ 時 間 ３ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
・ 次 い で 、 プ レ ー ト を ３ ０ ０ μ ｌ の 洗 浄 液 で ５ 回 洗 浄 し た 。 １ ０ ０ μ ｌ の 視 覚 化 溶 液 を 各
殻 斗 に 分 注 し た 。 反 応 は 、 室 温 （ １ ８ ～ ２ ４ ℃ ） で ２ ０ 分 間 、 黒 っ ぽ く な る ま で 放 置 し た
。
・ 次 い で 、 ５ ０ μ ｌ の 停 止 溶 液 を 各 殻 斗 に 分 注 し た 。
・ 反 応 を 停 止 後 、 光 学 密 度 を ４ ９ ０ ／ ６ ２ ０ ｎ ｍ で 分 光 光 度 計 で 読 ん だ 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 図 １ ４ は 、 ス タ ン ダ ー ド プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） レ ン ジ を 用 い て 得 た 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ６ 】
実 施 例 １ ９ ： 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 共 存 さ せ る 、 サ ン ド ウ ィ
ッ チ 型 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 用 い る 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及
び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） に 関 す る 、 非 除 去 の 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ビ オ チ ン 結
合 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 交 差 反 応 の 評 価
　 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） に 関 す る 、 本 発 明 に 従 う 、 非 除 去 の 、
ビ オ チ ン 化 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 交 差 反 応 は 、 実 施 例 ８ に 記
載 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ の 手 段 に よ り 評 価 し た 。 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （
１ － １ ０ ８ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） の ５ ｎ ｇ /ｍ ｌ ～ １ ０ ０
ｎ ｇ /ｍ ｌ の 濃 度 レ ン ジ を 調 製 し 、 実 施 例 １ ８ に 記 載 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ ア ッ セ イ の 手 段 に よ り 試 験 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 濃 度 に 対 す る ４ ９ ０ ｎ ｍ に お け る 光 学 密 度 の 変 化 の 結 果 を 、 各 蛋 白 質 に つ い て 図 １ ５ に
示 す 。 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） に つ い て は 全 く 交 差 反 応 が 認 め ら
れ な か っ た 。 す な わ ち 、 得 ら れ た シ グ ナ ル は 、 如 何 な る 濃 度 で 試 験 し て も 、 バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド と 等 価 で あ っ た 。 患 者 に 一 般 的 に 見 ら れ る Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １
０ ８ ） の 濃 度 （ 最 高 濃 度 で は 、 １ ｎ ｇ /ｍ ｌ の オ ー ダ ー ） で は 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由
来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 交 差 反 応 を 示 さ な い 非 除 去 バ ー ジ ョ ン に 使 用 す る こ と が で き
た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
実 施 例 ２ ０ ： 抗 Ｎ Ｔ － プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ２ ９ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 共 存 さ せ る 、 サ ン ド
ウ ィ ッ チ 型 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 用 い る 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６
） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） に 関 す る 、 非 除 去 の 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ビ オ チ
ン 結 合 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 交 差 反 応 の 評 価
　 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） に 関 す る 、 非 除 去 の 、 ビ オ チ ン 化 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 交 差 反 応 を 、 実 施 例 ２ ０ で は 、 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 抗 Ｎ
Ｔ － プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ２ ９ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 換 え る 以 外 は 、 実 施 例 ８ に 記 載 の プ ロ
ト コ ー ル 及 び 試 薬 を 用 い る プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ の 手 段 に よ り 評
価 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 抗 Ｎ Ｔ － プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ２ ９ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 イ ム ノ ゲ ン と し て 使 用 し た ペ
プ チ ド が Ｋ Ｌ Ｈ に 結 合 し た ペ プ チ ド Ｎ Ｔ － プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） で あ っ た 事 実 を 除 い
て 、 実 施 例 ３ に 記 載 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 作 製 し た 。 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 、 Ｂ Ｎ
Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） の ５ ｎ ｇ /ｍ ｌ ～ １ ０ ０ ｎ ｇ /ｍ ｌ の 濃 度 レ ン
ジ を 調 製 し 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ の 手 段 に よ り 試 験 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 濃 度 に 対 す る ４ ９ ０ ｎ ｍ に お け る 光 学 密 度 の 変 化 の 結 果 を 、 各 蛋 白 質 に つ い て 図 １ ６ に
示 す 。 本 発 明 に 従 う ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 交 差 反 応 は 、 Ｂ Ｎ
Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） に つ い て は 全 く 認 め ら れ な か っ た 。 す な わ ち
、 得 ら れ た シ グ ナ ル は 、 如 何 な る 濃 度 で 試 験 し て も 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と 等 価 で あ っ た 。
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患 者 に 一 般 的 に 見 ら れ る Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） の 濃 度 （ 最 高 濃
度 で は 、 １ ｎ ｇ /ｍ ｌ の オ ー ダ ー ） で は 、 ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 交 差 反 応 を 示 さ な い 非 除 去 バ ー ジ ョ ン に 使 用 す る こ と が で き た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ ー ス で 精 製 し た ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 上 に ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ で 吸 着 さ せ た プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ
（ １ － １ ０ ８ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） フ ラ グ メ ン ト 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 又 は Ｇ Ｓ Ｔ
（ glutathione-S-transferase、 コ ン ト ロ ー ル 蛋 白 質 と し て 用 い た ） と の 反 応 性 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 で 除 去 し た 後 に 得 た ウ サ ギ ＃
０ ４ ６ ８ ０ ５ の ろ 液 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を 示 す 。 当 該 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
２ ～ ２ ０ μ ｇ /ｍ ｌ の レ ン ジ の 希 釈 形 態 で 調 製 し 、 次 い で ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ の 吸 着 量 の プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ポ リ ペ プ チ ド
で 被 覆 し た 殻 斗 上 で 試 験 し た 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 で 除 去 し た 後 に 得 た ウ サ ギ ＃
０ ４ ６ ８ ３ ２ の ろ 液 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を 示 す 。 当 該 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
５ ～ ２ ０ μ ｇ /ｍ ｌ の レ ン ジ の 希 釈 形 態 で 調 製 し 、 次 い で ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ の 吸 着 量 の プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ポ リ ペ プ チ ド
で 被 覆 し た 殻 斗 上 で 試 験 し た 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 で 除 去 し た 後 に 得 た ウ サ ギ ＃
０ ４ ６ ８ ０ ５ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の 溶 出 液 の 反 応 性 を 示 す 。 当 該 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 ２ ～ ２ ０ μ ｇ /ｍ ｌ の レ ン ジ の 希 釈 形 態 で 調 製 し 、 次 い で ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ の 吸 着 量 の
プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ポ リ ペ プ チ
ド で 被 覆 し た 殻 斗 上 で 試 験 し た 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 で 除 去 し た 後 に 得 た ウ サ ギ ＃
０ ４ ６ ８ ３ ２ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の 溶 出 液 の 反 応 性 を 示 す 。 当 該 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 ５ ～ ２ ０ μ ｇ /ｍ ｌ の レ ン ジ の 希 釈 形 態 で 調 製 し 、 次 い で ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ の 吸 着 量 の
プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ポ リ ペ プ チ
ド で 被 覆 し た 殻 斗 上 で 試 験 し た 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 ス ポ ッ ト 技 術 の 手 段 に よ る 、 除 去 前 の ウ サ ギ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク
ロ ー ナ ル 血 清 の エ ピ ト ー プ 分 析 を 表 す （ 当 該 実 施 例 で は 、 ノ イ ズ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 、
３ ０ ． ４ ± ５ ． ９ ３ 相 対 強 度 単 位 ） 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 ス ポ ッ ト 技 術 の 手 段 に よ る 、 Ｂ Ｎ Ｐ － Ｋ 3 － Ｎ Ｈ Ｓ － セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂
上 で の 除 去 後 の ウ サ ギ ０ ４ ６ ８ ０ ５ 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の エ ピ ト ー プ 分 析 を 表 す （
当 該 実 施 例 で は 、 ノ イ ズ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 、 ３ １ ． ３ ± ６ ． ３ １ 相 対 強 度 単 位 ） 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 ０ ． ２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ の 吸 着 量 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １
－ ７ ６ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 又 は ペ プ チ ド Ｙ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ （ Ｃ
１ ３ Ｐ ３ ０ ） で 被 覆 し た 殻 斗 上 で 試 験 し た 、 １ ／ ２ に 希 釈 し た ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ の 培
養 上 清 の 反 応 性 を 表 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 各 々 の 蛋 白 質 が 移 動 し て い る （ １ レ ー ン 当 た り 、 １ μ ｇ の 蛋 白 質 ） 、 １
６ ％ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル の 写 真 を 示 す 。 レ ー ン １ ： 分 子 量 マ ー カ ー ； レ ー ン ２ ： プ ロ Ｂ Ｎ
Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） － Ｇ Ｓ Ｔ ； レ ー ン ３ ： Ｇ Ｓ Ｔ （ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 蛋 白 質 ） ； レ ー
ン ４ ： Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） － Ｇ Ｓ Ｔ ； レ ー ン ５ ： Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） － Ｇ Ｓ Ｔ （ レ ー ン ２ ） 、 Ｇ Ｓ Ｔ （ ネ ガ テ
ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 蛋 白 質 ） （ レ ー ン ３ ） 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） － Ｇ Ｓ Ｔ （ レ ー ン ４ ） 及 び
Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） （ レ ー ン ５ ） を ゲ ル （ １ ゲ ル 当 た り 、 １ μ ｇ の 蛋 白 質 ） 上 に 装 填
し 、 次 い で ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 移 す 、 ３ Ｄ ４ ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 分 泌 さ れ た 抗 体
を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） Ｉ Ｒ Ｍ Ａ ア ッ セ イ の ス タ ン ダ ー ド カ ー ブ
を 表 す 。

10

20

30

40

50

(42) JP 2006-514609 A 2006.5.11



【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 １ ４ 人 の 健 常 人 か ら の 試 料 及 び 心 不 全 に 苦 し む １ ５ 人 の 患 者 か ら の
試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の Ｉ Ｒ Ｍ Ａ ア ッ セ イ の 結 果 を ｃ ｐ ｍ （ counts per min
ute） で 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 心 不 全 に 苦 し む １ ４ 人 の 患 者 か ら の 試 料 に つ い て 、 本 発 明 に 従 う 免
疫 放 射 定 量 測 定 法 の 手 段 に よ っ て 測 定 し た プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） （ ｐ ｇ /ｍ ｌ ） の 濃
度 と 、 エ レ ク シ ー (Ｅ ｌ ｅ ｃ ｓ ｙ ｓ )(登 録 商 標 )自 動 装 置 （ ホ フ マ ン ・ ラ ロ シ ュ 社 の 登 録 商
標 ） に よ る ア ッ セ イ の 手 段 に よ っ て 測 定 し た Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） （ ｐ ｇ /ｍ ｌ ） の 濃 度 と
の 関 係 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 本 発 明 に 従 う プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ Ａ ア ッ セ イ の
ス タ ン ダ ー ド カ ー ブ を 表 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ で 、 抗 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７
－ １ ０ ８ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 共 存 さ せ 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ に 使 用 し た 、 除 去 を 行 わ ず 、
ビ オ チ ン に 結 合 さ せ た ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ）
及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） に 関 す る 交 差 反 応 の 評 価 を 表 す 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ で 、 抗 Ｎ Ｔ － プ ロ Ｂ
Ｎ Ｐ （ １ － ２ ９ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 共 存 さ せ 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ に 使 用 し た 、 除 去 を 行
わ ず 、 ビ オ チ ン に 結 合 さ せ た ウ サ ギ ＃ ０ ４ ６ ８ ０ ５ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
７ ６ ） 及 び Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） に 関 す る 交 差 反 応 の 評 価 を 表 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 9月 29日 (2005.9.29)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 第 一 に 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ （ 配 列 番 号 ５ ） を 特 異
的 に 認 識 し 、 ペ プ チ ド Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） 又 は ペ プ チ ド Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） を 実 質 的
に 認 識 せ ず 、 第 二 に 、 ヒ ト 血 清 又 は 血 漿 の 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異
的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 、 こ と を 特 徴 と す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ ８ ５

（ 配 列 番 号 ４ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ （
配 列 番 号 １ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体
。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 取 得 す る た め の
方 法 で あ っ て 、 動 物 を プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 分 子 全 体 で 免 疫 し 、 次 い で 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７
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７ － １ ０ ８ ） ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド を 用 い て 、 得 ら れ た 抗 血 清
を 除 去 す る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 取 得 す る た め の
方 法 で あ っ て 、
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 ａ １ － Ｘ １ － Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ － Ｘ ２ － ａ ２ 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
［ 式 中 、
ａ １ は 、 水 素 原 子 で あ る か あ る い は チ オ ー ル 、 ア ル コ ー ル 、 ア ミ ノ キ シ 、 第 一 ア ミ ン も し
く は 第 二 ア ミ ン 官 能 基 、 ア ミ ノ カ ル ボ キ シ ル 基 、 ビ オ チ ニ ル 基 及 び ア セ チ ル 基 か ら 選 ば れ
る 官 能 基 又 は 化 学 基 を 表 し 、
Ｘ １ は 、 ０ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 又 は 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
Ｘ ２ は 、 ０ ～ ７ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
ａ ２ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 、 Ｎ Ｈ ２ 官 能 基 又 は ア ル コ キ シ 基 を 表 す 。 ]
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ ８ ５ － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ
Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ
Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ ア ミ ノ 酸 Ｙ ７ ０ 、 Ｔ ７ １ 、 Ｌ ７ ２ 、 Ｋ ７ ９ 、 Ｍ ８ ０ 、 Ｖ ８ １ 、 Ｑ ８ ２ 、 Ｇ ８ ３ 、 Ｓ ８ ４

及 び Ｇ ８ ５ の 内 の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た 配 列 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７

Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ ８ ５ － Ｚ （ Ｉ Ｉ ） 又 は 配 列 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ
Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ － Ｚ （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で あ っ て 、 Ｘ が 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ が 、 Ｏ Ｈ
官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 配 列
に 由 来 す る 配 列 を 含 む ペ プ チ ド ；
－ 配 列 Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ （ Ｃ １ ３
Ｐ ３ ０ ： 配 列 番 号 １ ６ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
－ 配 列 Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ （ Ｃ Ｎ ３ ２ ：
配 列 番 号 １ ０ ９ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
か ら 選 ば れ る ペ プ チ ド で 動 物 を 免 疫 し 、 次 い で 、 場 合 に よ り 、 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ペ
プ チ ド 及 び ／ 又 は Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド を 用 い て 、 得 ら れ た 抗 血 清 を 除 去 す る 前 記
方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ
リ ド ー マ を 取 得 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 ａ １ － Ｘ １ － Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ － Ｘ ２ － ａ ２ 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
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［ 式 中 、
ａ １ は 、 水 素 原 子 で あ る か あ る い は チ オ ー ル 、 ア ル コ ー ル 、 ア ミ ノ キ シ 、 第 一 ア ミ ン も し
く は 第 二 ア ミ ン 官 能 基 、 ア ミ ノ カ ル ボ キ シ ル 基 、 ビ オ チ ニ ル 基 及 び ア セ チ ル 基 か ら 選 ば れ
る 官 能 基 又 は 化 学 基 を 表 し 、
Ｘ １ は 、 ０ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
Ｘ ２ は 、 ０ ～ ７ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
ａ ２ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 、 Ｎ Ｈ ２ 官 能 基 又 は ア ル コ キ シ 基 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ ８ ５ － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ
Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ
Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ ア ミ ノ 酸 Ｙ ７ ０ 、 Ｔ ７ １ 、 Ｌ ７ ２ 、 Ｋ ７ ９ 、 Ｍ ８ ０ 、 Ｖ ８ １ 、 Ｑ ８ ２ 、 Ｇ ８ ３ 、 Ｓ ８ ４

及 び Ｇ ８ ５ の 内 の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た 配 列 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７

Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ ８ ５ － Ｚ （ Ｉ Ｉ ） 又 は 配 列 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ
Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ － Ｚ （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で あ っ て 、 Ｘ が 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ が 、 Ｏ Ｈ
官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 配 列
に 由 来 す る 配 列 を 含 む ペ プ チ ド ；
－ 配 列 Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ （ Ｃ １ ３
Ｐ ３ ０ ： 配 列 番 号 １ ６ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
－ 配 列 Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ （ Ｃ Ｎ ３ ２ ：
配 列 番 号 １ ０ ９ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
か ら 選 ば れ る ペ プ チ ド で 動 物 を 免 疫 し 、
イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 泌 リ ン パ 球 を 当 該 動 物 か ら 採 取 し 、 そ し て 、
当 該 リ ン パ 球 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 し て 、 少 な く と も 一 種 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 泌 ハ イ
ブ リ ド ー マ を 取 得 す る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 式 （ Ｉ Ｉ ） の 前 記 ペ プ チ ド が 、 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ ８

５ （ 配 列 番 号 ４ ） を 有 す る 、 請 求 項 ５ 又 は ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 式 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） の 前 記 ペ プ チ ド が 、 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ ８

４ （ 配 列 番 号 １ ０ ８ ） を 有 す る 、 請 求 項 ５ 又 は ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ６ ～ ８ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ９ 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 。
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【 請 求 項 １ １ 】
　 生 物 学 的 試 料 を 請 求 項 １ ～ ３ 及 び １ ０ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８
） 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、 及 び 当 該 試 料 中 の 前 記 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る
こ と を 含 む 、 ヒ ト の 心 不 全 の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ヒ ト の 心 不 全 の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 生 物 学 的 試 料 を 請 求 項 １ ～ ３ 及 び １ ０ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０
８ ） 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、
ｂ ） 抗 原 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 当 該 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と
、 及 び
ｃ ） 当 該 一 次 複 合 体 中 に 存 在 す る 前 記 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 特 異 的 に 結 合 す る こ と
が で き る 標 識 検 出 抗 体 、 又 は 当 該 一 次 複 合 体 中 に 存 在 す る 前 記 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ）
に 対 す る 抗 体 に 結 合 す る こ と が で き る 標 識 検 出 抗 原 を 場 合 に よ り 使 用 し て 、 形 成 さ れ た 抗
原 抗 体 複 合 体 を 明 ら か に す る こ と 、
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 明 ら か に さ れ た 抗 原 抗 体 複 合 体 の 量 を 、 人 の 臨 床 症 状 と 相 関 さ せ る た め の ス テ ッ プ
ｄ ） を 更 に 含 む 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ 及 び １ ０ の い ず れ か １ 項 記 載 の 少 な く と も 一 つ の 抗 体 を 含 む 、 生 物 学 的 な
試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ４ 記 載 の 生 物 学 的 な 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る た め の キ ッ
ト で あ っ て 、
（ ｉ ） 一 つ の 容 器 に は 、 請 求 項 １ ～ ３ 及 び １ ０ の い ず れ か １ 項 記 載 の 少 な く と も 一 つ の 抗
体 を 、
（ ｉ ｉ ） も う 一 つ の 容 器 に は 、
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 ａ １ － Ｘ １ － Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ － Ｘ ２ － ａ ２ 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
［ 式 中 、
ａ １ は 、 水 素 原 子 で あ る か あ る い は チ オ ー ル 、 ア ル コ ー ル 、 ア ミ ノ キ シ 、 第 一 ア ミ ン も し
く は 第 二 ア ミ ン 官 能 基 、 ア ミ ノ カ ル ボ キ シ ル 基 、 ビ オ チ ニ ル 基 及 び ア セ チ ル 基 か ら 選 ば れ
る 官 能 基 又 は 化 学 基 を 表 し 、
Ｘ １ は 、 ０ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
Ｘ ２ は 、 ０ ～ ７ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
ａ ２ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 、 Ｎ Ｈ ２ 官 能 基 又 は ア ル コ キ シ 基 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ ８ ５ － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ
Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ
Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
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列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド ；
－ ア ミ ノ 酸 Ｙ ７ ０ 、 Ｔ ７ １ 、 Ｌ ７ ２ 、 Ｋ ７ ９ 、 Ｍ ８ ０ 、 Ｖ ８ １ 、 Ｑ ８ ２ 、 Ｇ ８ ３ 、 Ｓ ８ ４

及 び Ｇ ８ ５ の 内 の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た 配 列 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７

Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ ８ ５ － Ｚ （ Ｉ Ｉ ） 又 は 配 列 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ
Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ － Ｚ （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で あ っ て 、 Ｘ が 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ が 、 Ｏ Ｈ
官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 配 列
に 由 来 す る 配 列 を 含 む ペ プ チ ド ；
－ 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ ８ ５ （ 配 列 番 号 ４ ） を 有 す る ペ プ
チ ド ；
－ 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ （ 配 列 番 号 ） を 有 す る ペ
プ チ ド ；
－ 配 列 Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ （ Ｃ １ ３
Ｐ ３ ０ ： 配 列 番 号 １ ６ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
－ 配 列 Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ （ Ｃ Ｎ ３ ２ ：
配 列 番 号 １ ０ ９ ） を 有 す る ペ プ チ ド ；
か ら 選 ば れ る 少 な く と も 一 つ の ペ プ チ ド
を 含 む 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 ａ １ － Ｘ １ － Ｒ Ａ Ｐ Ｒ Ｓ Ｐ － Ｘ ２ － ａ ２ 　 　 　 　 　 （ Ｉ ）
［ 式 中 、
ａ １ は 、 水 素 原 子 で あ る か あ る い は チ オ ー ル 、 ア ル コ ー ル 、 ア ミ ノ キ シ 、 第 一 ア ミ ン も し
く は 第 二 ア ミ ン 官 能 基 、 ア ミ ノ カ ル ボ キ シ ル 基 、 ビ オ チ ニ ル 基 及 び ア セ チ ル 基 か ら 選 ば れ
る 官 能 基 又 は 化 学 基 を 表 し 、
Ｘ １ は 、 ０ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
Ｘ ２ は 、 ０ ～ ７ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 天 然 配
列 に 由 来 し て も 由 来 し な く て も よ い 配 列 を 表 し 、
ａ ２ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 、 Ｎ Ｈ ２ 官 能 基 又 は ア ル コ キ シ 基 を 表 す 。 ]
で 表 さ れ る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ ８ ５ － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ
Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ ８ ５ （ 配 列 番 号 ４ ） を 有 す る
、 請 求 項 １ ７ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 下 記 式 ：
　 　 　 　 　 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ － Ｚ 　 　 　 　 　 （ Ｉ Ｉ
Ｉ ）
［ 式 中 、 Ｘ は 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配
列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ は 、 Ｏ Ｈ 官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ －
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１ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 す 。 ］
で 表 さ れ る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ － Ｚ （ 配 列 番 号 １ ０ ８ ） を
有 す る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 Ｙ ７ ０ 、 Ｔ ７ １ 、 Ｌ ７ ２ 、 Ｋ ７ ９ 、 Ｍ ８ ０ 、 Ｖ ８ １ 、 Ｑ ８ ２ 、 Ｇ ８ ３ 、 Ｓ ８ ４

及 び Ｇ ８ ５ の 内 の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た 配 列 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７

Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ ８ ５ － Ｚ （ Ｉ Ｉ ） 又 は 配 列 Ｘ － Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ
Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ － Ｚ （ Ｉ Ｉ Ｉ ） で あ っ て 、 Ｘ が 、 水 素 原 子 で あ る か 又 は ア セ チ ル 基 も し く は プ
ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 を 表 し 、 そ し て 、 Ｚ が 、 Ｏ Ｈ
官 能 基 又 は プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 に 属 さ な い １ ～ ３ の ア ミ ノ 酸 で あ り 得 る 配 列
に 由 来 す る 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 以 下 の 配 列 ；
配 列 番 号 １ ６ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
（ ペ プ チ ド 　 Ｃ １ ３ Ｐ ３ ０ ）
配 列 番 号 １ ０ ９ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ （
ペ プ チ ド 　 Ｃ Ｎ ３ ２ ）
配 列 番 号 ６ ： Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ
配 列 番 号 ７ ： ア セ チ ル － Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ
配 列 番 号 ８ ： Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ
配 列 番 号 ９ ： ア セ チ ル － Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ
配 列 番 号 １ ０ ： Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ
配 列 番 号 １ １ ： Ｃ － Ｇ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
配 列 番 号 １ ２ ： Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｇ － Ｃ
配 列 番 号 １ ３ ： ア セ チ ル － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｇ － Ｃ
配 列 番 号 １ １ ０ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ
配 列 番 号 １ １ １ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ
配 列 番 号 １ １ ２ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ
配 列 番 号 １ １ ３ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ
配 列 番 号 １ ９ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － β
Ａ
配 列 番 号 ２ ０ ： Ｃ － Ｙ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ａ － Ｔ － β
Ａ
配 列 番 号 １ １ ４ ： ア セ チ ル － Ｃ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ
配 列 番 号 １ １ ５ ： Ｃ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ
配 列 番 号 １ １ ６ ： Ｃ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ
配 列 番 号 １ １ ７ ： Ｃ － Ｔ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
配 列 番 号 １ １ ８ ： Ｃ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ
配 列 番 号 １ １ ９ ： Ｃ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ
配 列 番 号 １ ２ ０ ： Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｃ
配 列 番 号 １ ２ １ ： Ｃ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ
配 列 番 号 １ ２ ２ ： Ｃ － Ｌ － Ｒ － Ａ － Ｐ － Ｒ － Ｓ － Ｐ － Ｋ － Ｍ － Ｖ － Ｑ － Ｇ － Ｓ － Ｇ
か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド 及 び 前 記 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ペ プ チ ド を 実 質 的 に
除 き 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 前 記 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ
Ｓ Ｇ ８ ５ 、 前 記 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ 及 び ／ 又 は 前 記 配
列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ を 特 異 的 に 認 識 し 、 ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ
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Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 取
得 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 動 物 を 請 求 項 １ ６ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 記 載 の ペ プ チ ド で 免
疫 し 、 場 合 に よ り 、 前 記 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は 前 記 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７
６ ） ペ プ チ ド を 用 い て 、 得 ら れ た 抗 血 清 を 除 く 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － ７ ６ ） ペ プ チ ド 及 び 前 記 Ｂ Ｎ Ｐ （ ７ ７ － １ ０ ８ ） ペ プ チ ド を 実 質 的 に
除 き 、 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 前 記 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ
Ｓ Ｇ ８ ５ 、 前 記 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ 及 び ／ 又 は 前 記 配
列 Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ を 特 異 的 に 認 識 し 、 ヒ ト 血 清 試 料 又 は 血 漿 試 料 中 の 循 環 プ ロ Ｂ Ｎ
Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 特 異 的 に 認 識 す る 能 力 を 有 す る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 を 分
泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 取 得 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 動 物 を 請 求 項 １ ６ ～ ２ ２ の い ず れ
か １ 項 記 載 の ペ プ チ ド で 免 疫 し 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分 泌 リ ン パ 球 を 当 該 動 物 か ら 採 取 し 、
そ し て 、 前 記 リ ン パ 球 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 し 、 少 な く と も 一 種 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 分
泌 ハ イ ブ リ ド ー マ を 取 得 す る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 、 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８
） 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） の 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ Ｇ ８ ５

又 は 配 列 Ｙ ７ ０ Ｔ Ｌ Ｒ Ａ Ｐ Ｒ ７ ６ Ｓ ７ ７ Ｐ Ｋ Ｍ Ｖ Ｑ Ｇ Ｓ ８ ４ を 特 異 的 に 認 識 す る 、 請 求 項
２ ５ 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ 得 る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 ２ ７ 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 分 泌 さ れ る 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 Ｃ Ｎ Ｃ Ｍ に 番 号 Ｃ Ｎ Ｃ Ｍ 　 Ｉ － ３ ０ ７ ３ で 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｄ ４ に よ っ て 分
泌 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 生 物 学 的 試 料 を 請 求 項 ２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 及 び ２ ９ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （
１ － １ ０ ８ ） 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、 及 び 当 該 試 料 中 の 前 記 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を
検 出 す る こ と を 含 む 、 ヒ ト の 心 不 全 の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ヒ ト の 心 不 全 の ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 生 物 学 的 試 料 を 請 求 項 ２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 及 び ２ ９ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ
（ １ － １ ０ ８ ） 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と 、
ｂ ） 抗 原 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る 条 件 下 で 、 当 該 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と
、 及 び
ｃ ） 当 該 一 次 複 合 体 中 に 存 在 す る 前 記 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） に 特 異 的 に 結 合 す る こ と
が で き る 標 識 検 出 抗 体 、 又 は 当 該 一 次 複 合 体 中 に 存 在 す る 前 記 プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ）
に 対 す る 抗 体 に 結 合 す る こ と が で で き る 標 識 検 出 抗 原 を 場 合 に よ り 使 用 し て 、 形 成 さ れ た
抗 原 抗 体 複 合 体 を 明 ら か に す る こ と 、
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 明 ら か に さ れ た 抗 原 抗 体 複 合 体 の 量 を 人 の 臨 床 症 状 と 相 関 さ せ る た め の ス テ ッ プ ｄ ） を
更 に 含 む 、 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 請 求 項 ２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 及 び ２ ９ 記 載 の 少 な く と も 一 つ の 抗 体 を 含 む 、 生 物 学 的 試 料 中
の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 １ ６ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 記 載 の 少 な く と も 一 つ の ペ プ チ ド を ス タ ン ダ ー ド 及 び
／ 又 は コ ン ト ロ ー ル と し て 含 む 、 生 物 学 的 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る
た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 生 物 学 的 な 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
－ 一 つ の 容 器 に 、 請 求 項 ２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ８ 及 び ２ ９ 記 載 の 少 な く と も 一 つ の 抗 体 を 、
－ も う 一 つ の 容 器 に 、 請 求 項 １ ６ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 記 載 の 少 な く と も 一 つ の ペ プ チ ド
を 含 む 、 生 物 学 的 試 料 中 の プ ロ Ｂ Ｎ Ｐ （ １ － １ ０ ８ ） を 検 出 す る た め の 前 記 キ ッ ト 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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外部链接 Espacenet

摘要(译)

针对proBNP（1-108）（A; BNP =脑利钠肽）的抗体（Ab）是新的。针对proBNP（1-108）（A; BNP =脑利钠肽）的抗体
（Ab）：（a）特异性识别（A）的序列Arg-Ala-Pro-Arg76-Ser77-Pro（5）但是不能显着识别BNP肽1-76和77-108; （b）特异性
识别（A）在人血清或血浆中循环。以下还包括独立权利要求：（1）通过免疫接种制备抗体的方法; （2）产生分泌单克隆抗体
（MAb）的杂交瘤的方法; （3）通过方法（2）产生的杂交瘤; （4）由（3）的杂交瘤产生的MAb; （5）用Ab或MAb检测人体充血
性心力衰竭的体外诊断（A）; （6）用于检测（A）含有Ab或MAb的试剂盒; （7）式（I） - （III）的肽; （8）通过置换一个或多个
氨基酸70,71,72,79-85衍生自（II）或（III）的肽; （9）产生特异性识别序列（II）和（III）的抗体（Ab1）的方法（其中X =氢和Y 
=羟基）和/或（5）但不是1-76或77-108肽，并且可以通过用（I） - （III）或（8）的衍生物免疫来检测循环中的（A）。 ）; 
（10）制备产生Ab1的杂交瘤的方法; （11）通过方法（9）或（10）的杂交瘤产生的Ab1; （12）（10）的杂交瘤; （13）用Ab1检
测人体充血性心力衰竭的体外诊断（A）; （14）用于检测（A）的试剂盒，其含有Ab1和/或至少一种（II），（III）或（8）的衍生
物。 a1-X1-Arg-Ala-Pro-Arg-Ser-Pro-a2（I）; X-Tyr70-Thr-Leu-Arg-Ala-Pro-Arg76-Ser-Pro-Lys-Met-Val-Gln-Gly-Ser-Gly-Z
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（II）; X-Tyr70-Thr-Leu-Arg-Ala-Pro-Arg76-Ser-Pro-Lys-Met-Val-Gln-
Gly-Ser-Z（III）a1 =氢，硫醇，羟基，氨氧基，伯或仲氨基，氨基羰
基，生物素基或乙酰基; X1 = 0-3个肽氨基酸（paa），任选地衍生自
proBNP; X2 = 0-7 paa，任选地衍生自proBNP; a2 =羟基，氨基或烷氧
基; X =氢，乙酰基，1-3个氨基酸，不是proBNP的一部分; Z =羟基或1-3 
aa不属于proBNP水平。


