
(57)【要約】

NT-proANPの中間領域（NT-proANPのアミノ酸53からアミ

ノ酸83に広がる領域）の部分的な配列に特異的に結合す

る2つの抗体を用いた、心臓病及び敗血症の診断におけ

る、部分的なproANPペプチドを同定するための改善され

たサンドイッチイムノアッセイを開示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 N末 端 proANP（ NT-proANP； proANP1-98； 配 列 番 号 １ ） の 異 な る 部 分 的 配 列 に 特 異 的 に 結
合 す る 二 つ の 抗 体 を 用 い た 、 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ （ 両 面 イ ム ノ ア ッ セ イ ） を 利 用
し た 、
医 学 的 診 断 、 予 後 診 断 及 び 治 療 に 付 随 す る モ ニ タ ー リ ン グ の た め の 生 物 学 的 液 体 中 の 、 pr
oANP（ 配 列 番 号 ２ ） 、 又 は 、 こ れ か ら 形 成 さ れ る 部 分 的 な ペ プ チ ド で あ っ て C末 端 ANP（ 99
-125； 「 ANP」 ） で は な い ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
両 方 の 抗 体 が 、 NT-proANPの ア ミ ノ 酸 50か ら ア ミ ノ 酸 90（ 配 列 番 号 １ ； 配 列 番 号 ２ ） に 広
が る NT-proANPの 中 間 領 域 の 部 分 的 配 列 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 両 方 の 抗 体 が 、 NT-proANPの ア ミ ノ 酸 53か ら ア ミ ノ 酸 83に 広 が る NT-proANPの 中 間 領 域 の
部 分 的 配 列 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び /又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 １ 又 は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 両 方 の 抗 体 が 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 体 の 1つ が 、 proANPの ア ミ ノ 酸 53-72を 含 む 合 成 ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ３ ） を 含 む 抗
原 を 用 い て 動 物 を 免 疫 す る こ と に よ っ て 得 ら れ 、
も う 1つ の 抗 体 が 、 proANPの ア ミ ノ 酸 73-90を 含 む 合 成 ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ） を 含 む
抗 原 を 用 い て 免 疫 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ
か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 抗 体 の 1つ が 標 識 さ れ 、 も う 1つ の 抗 体 が 固 相 に 結 合 し 、 又 は 、 選 択 的 に 固 相 に 結 合 す る
こ と が で き る 、 請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 第 一 及 び 第 二 抗 体 の 両 方 が 、 液 体 反 応 混 合 液 中 で 分 散 し た 形 態 で 存 在 し 、
蛍 光 又 は 化 学 発 光 の 消 光 又 は 増 幅 に 基 づ く 標 識 シ ス テ ム の 部 分 の 一 部 で あ る 第 一 の 標 識 成
分 が 、 第 一 抗 体 に 結 合 し 、
こ の 標 識 シ ス テ ム の 第 二 の 標 識 成 分 が 、 検 出 す べ き proANPに 両 方 の 抗 体 が 結 合 し た 後 に 、
測 定 溶 液 中 で 生 じ た サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 を 検 出 で き る 測 定 可 能 な シ グ ナ ル が 生 じ る よ う に
、 第 二 の 抗 体 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 標 識 シ ス テ ム が 、 蛍 光 又 は 化 学 発 光 色 素 、 特 に 、 シ ア ニ ン 系 の 色 素 と 組 み 合 わ せ た 、 希
土 類 ク リ プ テ ー ト 又 は キ レ ー ト を 含 む 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 心 臓 病 の 診 断 領 域 で 使 用 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら ８ の い ず れ か 一 項 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 心 臓 病 の 診 断 に 関 連 し た 更 な る パ ラ メ ー タ ー 、 特 に 、 BNP及 び proBNPを 同 時 に 求 め る 複
合 パ ラ メ ー タ ー ア ッ セ イ に お い て 実 施 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 敗 血 症 の 診 断 、 敗 血 症 の 重 篤 度 の 決 定 及 び 予 後 診 断 、 並 び に 、 敗 血 症 の 付 随 す る 治 療 コ
ン ト ロ ー ル の た め に 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ か ら ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 敗 血 症 の 診 断 に 関 連 す る 少 な く と も 1つ の 更 な る パ ラ メ ー タ ー を 同 時 に 求 め る 複 合 パ ラ
メ ー タ ー に お い て 実 施 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 敗 血 症 の 診 断 に 関 連 す る パ ラ メ ー タ ー 、 又 は 、 更 な る パ ラ メ ー タ ー 類 が 、 抗 ガ ン グ リ オ
シ ド 抗 体 、 タ ン パ ク 質 プ ロ カ ル シ ト ニ ン 、 CA125、 CA19-9、 S100B、 S100Aタ ン パ ク 質 、 LAS
P-1、 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン 断 片 、 特 に 、 CYFRA21、 TPS及 び /又 は 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン -1
断 片 (sCY1F)、 ペ プ チ ド イ ン フ ラ ミ ン 及 び CHP、 他 の ペ プ チ ド プ ロ ホ ル モ ン 、 グ リ シ ン N-ア
シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GNAT） 、 カ ル バ モ イ ル ホ ス フ ェ ー ト シ ン タ ー ゼ 1（ CPS1） 及 び C
-反 応 性 タ ン パ ク 質 又 は こ れ ら の 断 片 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ （ 両 面 イ ム ノ ア ッ セ イ ） を 用 い た 、 医 学 的 診 断 、 予 後 診 断
及 び 治 療 に 付 随 す る モ ニ タ ー リ ン グ の た め の 、 生 物 学 的 液 体 中 の 部 分 的 proANPペ プ チ ド 又
は そ れ か ら 形 成 さ れ る 部 分 的 ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 本 出 願 に お い て は
、 特 に 、 い わ ゆ る NT-proANP又 は proANP(1-98)及 び NT-proANPの 中 間 領 域 の 部 分 的 配 列 を 含
む 部 分 的 ペ プ チ ド を 、 「 部 分 的 proANPペ プ チ ド 」 と 称 す る 。 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 特 に 、
心 臓 病 の 診 断 及 び 敗 血 症 の 診 断 に お い て 用 い ら れ る 。 通 常 は 、 用 語 「 診 断 」 を 、 予 後 診 断
/早 期 診 断 及 び 治 療 に 付 随 す る モ ニ タ ー リ ン グ も 含 む こ と を 意 図 す る 一 般 的 な 用 語 と し て
、 単 純 化 の た め に 、 以 下 で 用 い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 心 臓 病 に お い て 、 特 に 、 心 不 全 の 様 々 な フ ェ ー ズ に お い て 、 及 び 、 心 筋 梗 塞 の 後 に 、 「
心 房 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 」 （ ANP、 時 に は 心 房 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 因 子 と 呼 ば れ る ）
と 称 さ れ る ホ ル モ ン が 、 量 を 増 し て 分 泌 さ れ 、 そ し て 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿 、 血 管 拡 張 、 レ ニ
ン 阻 害 及 び ア ル ド ス テ ロ ン 分 泌 の よ う な 多 く の 生 理 学 的 効 果 の た め に 、 水 分 平 衡 の 恒 常 性
及 び 血 圧 の 恒 常 性 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 心 房 膨 張 は 、 心 臓 病 に お け る ANP分 泌 の
た め の 重 要 な 刺 激 と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 通 常 、 128の ア ミ ノ 酸 を 含 む プ ロ ホ ル モ ン （ proANP； 配 列 番 号 ２ ） の C末 端 断 片 か ら 28の
ア ミ ノ 酸 (99-126)を 含 む ペ プ チ ド が 、 実 際 の ホ ル モ ン ANPと し て 定 義 さ れ る 。 プ ロ ホ ル モ
ン proANPか ら ANPが 遊 離 す る 際 に 、 proANPの C末 端 か ら 2つ の ア ミ ノ 酸 (127/128)が 取 り 除 か
れ る の に 加 え て 、 残 り の proANPの よ り 大 き な 部 分 的 ペ プ チ ド 、 す な わ ち 98の ア ミ ノ 酸 か ら
な る N末 端 proANP（ NT-proANP； proANP(1-98)） も ま た 、 等 モ ル の 量 で 、 血 流 中 に 放 出 さ れ
る 。 こ の NT-proANPは 、 実 質 的 に 、 ANPよ り も 半 減 期 が よ り 長 く 、 安 定 性 が 高 い の で 、 NT-p
roANPは 、 心 臓 病 の 診 断 、 モ ニ タ ー リ ン グ 及 び 治 療 コ ン ト ロ ー ル の た め の 臨 床 検 査 項 目 と
し て 使 用 す る こ と が で き る 。 更 な る 情 報 の た め に 、 Lothar Thomas (Editor), Labor und 
Diagnose [Laboratory and Diagnosis], 5th extended edition, subsection 2.14 of Ch
apter 2., Kardiale Diagnostik [Cardiac Diagnosis], pages 116-118に つ い て 述 べ 、 こ
の 文 献 を 本 願 明 細 書 に 引 用 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 生 物 学 的 液 体 中 （ 血 清 、 血 漿 、 尿 ） の ANPそ の も の を 同 定 す る た め 、 及 び 、 NT-proANPを
同 定 す る た め に 、 過 去 に 様 々 な イ ム ノ ア ッ セ イ が 開 発 さ れ 、 臨 床 研 究 に お い て 及 び 実 際 に
使 用 さ れ て い る 。 ANP又 は NT-proANP同 定 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ の 大 部 分 は 、 既 知 の 競 合
イ ム ノ ア ッ セ イ 方 式 に 基 づ い て お り 、 最 も 一 般 的 な 方 式 は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA）
で あ る 。 proANP又 は ANPを 同 定 す る 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 添 付 し た リ フ ァ レ ン
ス リ ス ト の リ フ ァ レ ン ス 文 献 １ か ら １ ３ 及 び ２ ２ （ RIA） 及 び １ ５ （ EIA） に お い て 記 載 又
は 使 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 し か し な が ら 、 RIA又 は EIAタ イ プ の 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 実 際 の ハ ン ド リ ン グ 及 び 測
定 の 正 確 性 に 関 し て 多 く の 欠 点 を 有 し 、 特 に 、 感 度 が 非 最 適 で あ り 、 耐 久 性 が 乏 し く 、 交
差 反 応 の 疑 い が 高 く 、 そ し て 、 時 に は 測 定 時 間 が 長 い と い う こ と を 含 む 欠 点 を 有 す る 。 更
に 、 ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ （ イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 分 析 物 /抗
原 試 薬 を 示 す ） に お い て は 、 分 析 物 、 及 び 、 競 合 物 と し て 使 用 さ れ る 免 疫 試 薬 に 同 時 に 存
在 す る 特 定 の 部 分 的 ペ プ チ ド 配 列 を 特 異 的 に 認 識 す る （ ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ
ル ） 抗 体 を 用 い る 手 法 を 取 る の で 、 通 常 の 競 合 ア ッ セ イ で は 、 「 免 疫 反 応 性 」 と し て は 、
各 部 分 的 ペ プ チ ド 配 列 の 存 在 の み を 、 原 則 と し て こ の 配 列 が よ り 短 い 又 は よ り 長 い ペ プ チ
ド の 一 部 で あ る か ど う か を 区 別 す る こ と な し に 、 認 識 す る 。 し か し な が ら 、 よ り 長 い ポ リ
ペ プ チ ド の 既 知 配 列 の 異 な る セ グ メ ン ト に 結 合 す る 抗 体 を 用 い 、 異 な る こ の タ イ プ の 競 合
イ ム ノ ア ッ セ イ を 使 用 す る な ら ば 、 得 ら れ た 測 定 結 果 が 同 じ 又 は 異 な っ て い る と い う こ と
か ら 、 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て 異 な る 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て 同 じ ペ プ チ ド が 測 定 さ
れ た の か ど う か 、 又 は 、 認 識 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 が 異 な る 分 子 ペ プ チ ド 種 の （ 例 え ば 、 分
解 産 物 の ） 一 部 で あ る か ど う か を 導 く こ と が で き る 。 一 方 、 異 な る 分 解 産 物 は 、 異 な る 競
合 す る 分 解 反 応 の 結 果 で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 た と え 1つ の 分 解 反 応 だ け 生 じ 、 そ し て
、 全 て の 分 解 産 物 が 1つ の 同 じ ペ プ チ ド 前 駆 体 に 由 来 し て い て も 、 異 な る 部 分 的 ペ プ チ ド
及 び 断 片 の 異 な る 濃 度 を 観 察 す る こ と が で き る 。 実 際 に 、 測 定 サ ン プ ル が 異 な る 速 度 で 形
成 さ れ る 、 又 は 、 異 な る 安 定 性 （ 半 減 期 ） を 有 す る よ う な 分 解 産 物 を 含 む な ら ば 、 た と え
、 1つ の 同 じ ペ プ チ ド に 由 来 す る こ と に よ り 、 こ れ ら が 主 と し て 等 モ ル 量 の み 形 成 す る こ
と が で き る と し て も 、 異 な る 種 類 は 、 異 な る 濃 度 と し て 求 ま る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ の 助 け を 借 り て NT-proANPを 同 定 す る た め の 、 NT-proANP（ proANP1-
98； 配 列 番 号 １ ） の 異 な る 配 列 を 認 識 す る 異 な る 抗 体 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 NT-proAN
P（ proANP1-98） の 分 解 産 物 に 相 当 す る 様 々 な ペ プ チ ド が 、 生 物 学 的 液 体 、 特 に 血 液 又 は
尿 中 で 生 じ る こ と が 見 出 さ れ た 。 特 に 、 相 対 的 に 低 い 分 子 量 を 有 す る 断 片 （ 特 に 、 免 疫 反
応 性 に 基 づ く proANPの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 1-30、 31-67及 び 79-98） に 帰 属 す る 断 片 ） が 、 NT-p
roANPか ら 形 成 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た （ 例 え ば 、 添 付 し た リ フ ァ レ ン ス 文 献 の リ ス ト の
リ フ ァ レ ン ス 文 献 ３ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ３ 、 １ ４ 及 び １ ５ を 参 照 せ よ ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 前 記 配 列 を 特 異 的 に 認 識 す る 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 い つ も 同 じ 方 法 で 、 － 異 な る 結 合
力 の 影 響 を 無 視 す る と し て も － 完 全 な NT-proANPを 認 識 し 、 そ れ ゆ え 、 こ れ と そ の 各 々 の
断 片 を 区 別 し な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ と 比 較 し て 、 非 競 合 の サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ （ 両 面 イ ム ノ ア
ッ セ イ ） は 、 固 相 ア ッ セ イ （ ヘ テ ロ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ ） よ り も よ り 良 く デ ザ イ ン す る こ と
が で き 、 よ り 高 い 感 度 で 測 定 結 果 を 得 る こ と が で き 、 そ し て 、 オ ー ト マ チ ッ ク 化 及 び 連 続
測 定 に よ り 適 し て い る と い う 事 実 も 含 め た 、 多 く の 利 点 を 有 す る 。 加 え て 、 た っ た 1つ の
タ イ プ の 抗 体 を 用 い て 行 う 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ と 比 較 し て 、 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ
は 、 用 い ら れ る 抗 体 の た め の 両 方 の 結 合 部 位 が 同 じ 分 子 上 に 存 在 す る 分 子 又 は ペ プ チ ド の
み を 認 識 す る と い う 点 で 、 幾 分 異 な る 情 報 も 提 供 す る こ と が で き る 。 結 合 部 位 が 、 例 え ば
異 な る 部 分 的 ペ プ チ ド （ 分 解 産 物 、 断 片 ） 上 に 存 在 す る な ら ば 、 こ の よ う な 断 片 に 対 す る
抗 体 の 結 合 に よ り 、 完 全 な 「 サ ン ド イ ッ チ 」 の 典 型 的 な 測 定 シ グ ナ ル が 導 か れ な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 般 的 な サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ の 既 知 の 利 点 の た め 、 そ し て 、 分 解 産 物 及 び 断 片
に よ る 影 響 を 測 定 が 受 け る こ と な く 完 全 な NT-proANPの み を 選 択 的 に 測 定 で き る た め に 、 N
T-proANPを 同 定 す る た め の サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 す で に 臨 床 的 研 究 に お い て 及
び 実 際 に 使 用 さ れ 、 開 示 さ れ て い る 。 そ れ ゆ え 、 EP 721105 B1に は 、 proANPを 同 定 す る た
め の 、 特 に 、 心 臓 病 の 診 断 及 び 慢 性 腎 不 全 の 診 断 に お け る 、 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ
が 開 示 さ れ て お り 、 こ の ア ッ セ イ に お い て は 、 2つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1つ は proANPの
ア ミ ノ 酸 1-25に 結 合 し （ EP 350218 B1） 、 も う 1つ は proANPの ア ミ ノ 酸 43-66に 結 合 す る ）
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を 使 用 し て い る 。 こ の よ う な サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い る と 、 proANP配 列 の 最 初
の 25ア ミ ノ 酸 を 含 む 部 分 的 proANPペ プ チ ド の み を 検 出 し 、 又 は 、 proANP(1-98)と と も に 検
出 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の 点 に お い て は 類 似 の 更 な る サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ が 、 添 付 の リ フ ァ レ ン ス 文
献 の リ ス ト に お い て No.18と し て 記 載 さ れ て い る 出 版 物 (Stridsberg)に お い て 開 示 さ れ て
い る 。 こ の サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 ま た 、 2つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1つ は proA
NPの ア ミ ノ 酸 1-30に 結 合 す る が 、 も う 1つ は ア ミ ノ 酸 79-98に 結 合 す る ） を 用 い て 行 わ れ て
い る 。 proANP(1-98)の 末 端 に お け る 結 合 部 位 を 選 択 す る こ と に よ り 、 こ の サ ン ド イ ッ チ イ
ム ノ ア ッ セ イ に よ り 、 イ ン タ ク ト な proANP(1-98)の み が 検 出 さ れ る と 推 測 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 更 に そ の 上 、 WO 00/19207に は 、 proANP(1-98)の 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 8-27、 31-64及 び 79
-98に 結 合 す る 3つ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら の 2つ を 使 用 す る 、 proANP1-98を 同 定 す る 方
法 が 開 示 さ れ て い る 。 WO 00/19207の 出 願 人 に よ り 商 品 と し て 提 供 さ れ て い る proANP(1-98
)を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ は 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ ツ ジ 抗 体 の ペ ア
を 用 い た 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ で あ り 、 こ の ア ッ セ イ に お い て は 、 固 定 さ れ た 形 態 で 使 用 さ
れ る 抗 体 が proANPの ア ミ ノ 酸 10-19を 認 識 し 、 ア ミ ノ 酸 (85-90)を 認 識 す る 第 二 の ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 検 出 す る た め に 用 い て い る （ BIOMEDICA; A-1210 Viennaに よ る proANP(1-98)
サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ の た め の 使 用 説 明 書 を 参 照 せ よ ） 。 こ の ア ッ セ イ は 、 ま た 、 そ れ ゆ
え 、 完 全 な proANP(1-98)、 す な わ ち 、 完 全 な NT-proANPの 末 端 断 片 を 含 む ペ プ チ ド 種 の み
を 検 出 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 競 合 的 に 行 う 周 知 技 術 又 は サ ン ド イ ッ チ を 原 理 と す る 周 知 技 術 の 全 て の ア ッ セ イ は 、 心
臓 病 の 診 断 を 意 図 し た ア ッ セ イ 又 は 心 臓 病 で 使 用 さ れ る ア ッ セ イ と し て 開 発 さ れ 、 慢 性 腎
不 全 も ま た 診 断 用 途 の た め の 更 な る 機 能 と し て 開 示 さ れ て い る （ EP 721105 B1及 び 添 付 の
リ フ ァ レ ン ス 文 献 の リ ス ト の リ フ ァ レ ン ス 文 献 ２ ９ を 参 照 せ よ ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 WO 00/224939の 出 願 人 が 、 最 初 に 、 敗 血 症 患 者 の 血 清 及 び 血 漿 に お い て 、 proANPの 濃 度
の 有 意 な 増 加 が 生 じ る こ と を 記 載 し て い る 。 proANPは 、 抗 体 へ の 結 合 が 競 合 的 な 測 定 原 理
に 従 っ て 求 め ら れ る 市 販 の RIAキ ッ ト （ 抗 体 は 、 N末 端 で の proANPと 比 較 し て 、 25ア ミ ノ 酸
を 含 む シ グ ナ ル ペ プ チ ド に よ っ て よ り 長 い 、 い わ ゆ る preproANPの ア ミ ノ 酸 26-55を 認 識 す
る ） を 用 い る こ と に よ っ て 記 載 さ れ た 予 備 的 な 実 験 に お い て 同 定 さ れ た 。 WO 00/22439に
お い て 開 示 さ れ た 測 定 に お い て 検 出 さ れ た ペ プ チ ド 種 は 、 よ り 詳 細 に 特 徴 付 け ら れ て い な
い 。 特 に 、 検 出 さ れ た ペ プ チ ド 種 が proANPの N末 端 の よ り 短 い 部 分 的 ペ プ チ ド で あ る か ど
う か 、 検 出 さ れ た ペ プ チ ド 種 が 完 全 な NT-proANPで あ る か ど う か 、 又 は 、 完 全 な proANP(1-
128)又 は 少 な く と も そ の 実 施 的 な 部 分 を 含 む 、 よ り 長 い ペ プ チ ド 種 が 測 定 さ れ る か ど う か
（ こ れ は 、 特 に 、 健 康 な ヒ ト の 血 液 の 循 環 に お い て は 検 出 さ れ な い が 敗 血 症 の ヒ ト に お い
て 観 察 さ れ る プ ロ カ ル シ ト ニ ン 発 生 の 増 大 と 類 似 す る ） を 求 め る た め の 実 験 は 行 わ れ て い
な か っ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 プ ロ カ ル シ ト ニ ン （ し ば ら く の 間 、 敗 血 症 及 び 炎 症 マ ー カ ー と し て 定 着 し て い た ） の 発
生 に 対 す る 研 究 か ら （ EP 656121 B1又 は US 5639615又 は 、 例 え ば 、 W. Karzai et al., in
 Infection, Vol. 25 (1997), pages 329-334； DE 10119804 A1及 び 敗 血 症 の 診 断 を 対 象
と す る そ の 出 願 人 の 多 く の 更 な る 特 許 出 願 （ 本 特 許 出 願 の 出 願 時 に お い て は ま だ 開 示 さ れ
て い な い ） を 参 照 せ よ ） 、 全 身 感 染 症 又 は 全 身 の 炎 症 プ ロ セ ス と み な す こ と が で き る 敗 血
症 に お い て は 、 多 く の 生 理 学 的 プ ロ セ ス 、 特 に 多 く の 酵 素 活 性 が 、 非 常 に 変 化 し た 形 式 と
し て 生 じ る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ の 結 果 、 敗 血 症 の 血 液 循 環 に お い て は 、 健 康 な ヒ ト に
は 検 出 さ れ ず 、 他 の 生 理 学 的 プ ロ セ ス に お い て は 形 成 さ れ な い 又 は こ の 形 式 で は 形 成 さ れ
な い 、 多 く の 生 体 分 子 が 発 見 さ れ た 。 上 述 し た よ う に 、 例 え ば 、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン は 、 通
常 、 血 液 循 環 を 行 わ な い 、 カ ル シ ト ニ ン ホ ル モ ン の 前 駆 体 で あ る 。 し か し な が ら 、 敗 血 症
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の 場 合 、 同 時 に カ ル シ ト ニ ン 濃 度 が 増 す こ と が 観 察 さ れ る こ と な く 、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン の
血 清 及 び 血 漿 濃 度 が 非 常 に 増 す こ と が 見 出 さ れ る 。 敗 血 症 の 場 合 、 検 出 方 法 は 、 他 の コ ン
テ ク ス ト か ら そ れ 自 身 す で に 知 ら れ て い る バ イ オ マ ー カ ー に 応 答 す る 時 、 類 似 性 に 基 づ い
た 研 究 に お け る 医 学 的 知 見 の 迅 速 な 解 釈 は 除 外 さ れ る 。 敗 血 症 の 場 合 、 他 の 病 気 、 特 に 、
非 感 染 症 の 病 気 及 び 非 炎 症 性 の 病 気 と 比 較 し て 、 他 の 分 子 種 が 血 液 循 環 に 表 れ 、 他 の タ ン
パ ク 質 分 解 メ カ ニ ズ ム が 活 性 化 さ れ る こ と を 、 い つ も 予 期 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 最 近 、 敗 血 症 に お い て proANPの 検 出 が 確 認 さ れ た と い う 幾 つ か の 更 な る 論 文 が 発 表 さ れ
た （ 添 付 の リ フ ァ レ ン ス 文 献 の リ ス ト の リ フ ァ レ ン ス 文 献 ２ ４ 及 び ２ ５ を 参 照 せ よ ） 。 pr
oANPの 発 生 は 、 主 に 、 敗 血 症 の 間 の 心 臓 血 管 に 負 担 の か か る 運 動 の 結 果 と 解 釈 さ れ て い る
。 し か し な が ら 、 他 の よ り 最 近 の 論 文 （ 添 付 の リ フ ァ レ ン ス 文 献 の リ ス ト の リ フ ァ レ ン ス
文 献 ２ ６ 及 び ２ ８ を 参 照 せ よ ） で は 、 ホ ル モ ン ANPが 免 疫 シ ス テ ム に お い て も 重 要 な 機 能
を 果 た す と 考 え ら れ 、 ANPが 炎 症 プ ロ セ ス の 反 応 カ ス ケ ー ド に お い て 調 節 機 能 を 行 っ て い
る こ と が 報 告 さ れ て い る こ と は 興 味 深 い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 信 頼 で き る 測 定 デ ー タ に 基 づ い て 、 敗 血 症 に お い て proANP又 は NT-proANPの 濃 度 が 増 す
こ と の 臨 床 的 関 連 性 を 、 よ り 徹 底 的 に 研 究 す る こ と が で き る た め に 、 出 願 人 は 、 競 合 ア ッ
セ イ 方 法 の 既 知 の 欠 点 を 有 さ ず 、 患 者 の 体 液 に お い て 検 出 さ れ た ペ プ チ ド 種 が 完 全 な NT-p
roANPか 、 或 い は 、 NT-proANPの 完 全 な N末 端 を 含 ん で い る か ど う か に つ い て 、 既 知 の サ ン
ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ ほ ど 依 存 し な い 免 疫 臨 床 的 ア ッ セ イ 方 法 を 利 用 す る こ と が 、 望 ま
し い と 考 え た 。
【 特 許 文 献 １ 】 EP 721105 B1
【 特 許 文 献 ２ 】 EP 350218 B1
【 特 許 文 献 ３ 】 WO 00/19207
【 特 許 文 献 ４ 】 WO 00/224939
【 特 許 文 献 ５ 】 EP 656121 B1
【 特 許 文 献 ６ 】 US 5639615
【 特 許 文 献 ７ 】 DE 10119804 A1
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 そ れ ゆ え 、 出 願 人 は 、 proANP又 は そ れ に 由 来 す る 部 分 的 な ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 新
規 の サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ を 供 給 す る こ と を 決 心 し た 。 本 方 法 に お い て は 、 現 在 知
ら れ て い る イ ム ノ ア ッ セ イ と は 対 照 的 に 、 NT-proANPの 末 端 を 認 識 す る 抗 体 で は な く 、 NT-
proANPの 中 間 領 域 に お い て 両 方 認 識 す る 抗 体 を 用 い て イ ム ノ ア ッ セ イ を 行 う 。 驚 く べ き こ
と に 、 得 ら れ た サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 敗 血 症 の 診 断 に お け る proANP同 定 に 関 し
て 以 前 か ら 既 知 の 市 販 の サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ に 比 べ て 、 実 質 的 に よ り 感 度 が 良 い
こ と が 証 明 さ れ た だ け で な く 、 心 臓 病 の 診 断 領 域 に お い て も 実 質 的 に 改 善 し た 感 度 を 示 す
こ と が 証 明 さ れ た 。 本 出 願 に お い て は 、 － 通 常 の よ う に － 、 感 度 に つ い て 、 測 定 に お け る
100％ の 感 度 を 有 す る と は 、 病 気 に 罹 患 し た 全 て の ヒ ト が 正 確 に ポ ジ テ ィ ブ と 同 定 さ れ る
よ う に 定 義 さ れ 、 特 異 性 の 定 義 に つ い て 、 100％ の 特 異 性 を 有 す る と は 、 全 て の 健 康 な ヒ
ト が 正 確 に ネ ガ テ ィ ブ と し て 同 定 さ れ 、 健 康 な ヒ ト が 誤 っ て ポ ジ テ ィ ブ と し て 同 定 さ れ な
い こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 そ れ ゆ え 、 請 求 項 １ に よ る 本 願 発 明 は 、 NT-proANPの 異 な る 部 分 的 な 配 列 に 特 異 的 に 結
合 す る 2つ の 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ （ 両 面 イ ム ノ ア ッ セ イ ） を 利 用 す
る こ と に よ る 、 医 学 的 診 断 、 予 後 診 断 及 び 治 療 に 付 随 す る モ ニ タ ー リ ン グ の た め の 、 生 物
学 的 液 体 中 に お け る 、 proANP又 は そ れ か ら 形 成 さ れ る 部 分 的 ペ プ チ ド （ C末 端 ANPで は な い
） を 同 定 す る た め の 方 法 に 関 し 、 両 抗 体 が 、 NT-proANPの 中 間 領 域 （ NT-proANPの 約 ア ミ ノ

10

20

30

40

50

(6) JP 2006-523298 A 2006.10.12



酸 50か ら ア ミ ノ 酸 90へ と 広 が っ て い る 、 特 に ア ミ ノ 酸 53か ら ア ミ ノ 酸 83へ と 広 が っ て い る
） の 部 分 的 な 配 列 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び /又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と す る こ と が で き る が 、 好
ま し く は 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 に 、 好 ま し く は 、 抗 体 の 1つ は 、 proANPの ア ミ ノ 酸 53-72及 び N末 端 に 付 加 的 な シ ス テ
イ ン 残 基 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 抗 原 を 用 い て 、 動 物 、 特 に 、 ヒ ツ ジ を 免 疫 す る
こ と に よ っ て 得 ら れ 、 こ れ に 対 し て 、 も う 1つ の 抗 体 は 、 N末 端 に 付 加 的 な シ ス テ イ ン 残 基
と と も に proANPの ア ミ ノ 酸 73-90又 は 73-83を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 抗 原 を 用 い て
得 ら れ る 。 と も に proANP配 列 の 完 全 な 中 間 領 域 セ グ メ ン ト で あ る 、 前 記 合 成 ペ プ チ ド を 用
い て 得 ら れ た 抗 体 は 、 そ れ ゆ え 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 形 態 で 、 NT-proANPの ア ミ ノ 酸 53-
83領 域 に お け る 結 合 部 位 の み を 認 識 し 、 前 記 領 域 を 完 全 に 検 出 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 こ の 方 法 は 、 ヘ テ ロ ジ ニ ア ス サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ
イ と し て 行 わ れ 、 こ の 方 法 に お い て は 、 抗 体 の 1つ の は 任 意 の 固 相 上 、 例 え ば コ ー ト さ れ
た テ ス ト チ ュ ー ブ （ 例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン の チ ュ ー ブ ； 「 コ ー ト さ れ た チ ュ ー ブ 」 ； CT）
の 壁 に 固 定 さ れ 、 又 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン の プ レ ー ト 上
に 固 定 さ れ 、 又 は 、 粒 子 上 、 例 え ば マ グ ネ テ ィ ッ ク 粒 子 上 に 固 定 さ れ 、 一 方 、 も う 1つ の
抗 体 は 、 形 成 さ れ た サ ン ド イ ッ チ 構 造 の 検 出 の た め 、 直 接 検 出 可 能 な ラ ベ ル を 有 す る 残 基
、 又 は 、 ラ ベ ル へ の 選 択 的 な 結 合 を 可 能 に す る 残 基 を 保 持 す る 。 適 し た 固 相 を 用 い た 、 遅
延 型 又 は 事 後 固 定 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 原 則 と し て 、 開 示 さ れ て い る タ イ プ の ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る こ と が で き る 全 て の 標
識 方 法 を 用 い る こ と が で き 、 こ の 方 法 は 、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 、 蛍 光 、 化 学 発 光 又 は 生 物
発 光 ラ ベ ル を 用 い た 標 識 、 並 び に 、 特 に 、 い わ ゆ る ポ イ ン ト ・ オ ブ ・ ケ ア （ POC） 又 は 加
速 試 験 に お い て 用 い ら れ て い る 、 任 意 に 直 接 検 出 可 能 な 、 例 え ば 、 金 原 子 及 び 色 素 粒 子 の
よ う な カ ラ ー マ ー カ ー を 用 い た 標 識 を 含 む 。 ヘ テ ロ ジ ニ ア ス サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ
の 場 合 に お い て は 、 2つ の 抗 体 は 、 ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ イ に 関 連 し て 、 以 下 に 記 す タ イ プ
の 検 出 シ ス テ ム も 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 そ れ ゆ え 、 加 速 試 験 と し て 、 本 発 明 に よ る 方 法 を デ ザ イ ン す る こ と は 、 ま た 、 本 願 発 明
の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 更 に そ の 上 、 2つ の 抗 体 及 び proANP又 は 部 分 的 proANPペ プ チ ド か
ら 形 成 さ れ た サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 を 、 液 相 中 で 保 持 し 続 け る ホ モ ジ ニ ア ス 方 法 と し て デ ザ
イ ン す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 場 合 、 両 方 の 抗 体 が 1つ の サ ン ド イ ッ チ へ と 一 体 化 す
る 際 に 、 シ グ ナ ル の 発 生 、 又 は 、 シ グ ナ ル の 誘 引 を 可 能 に す る 検 出 シ ス テ ム を 用 い て 、 両
方 の 抗 体 を 標 識 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 方 法 は 、 特 に 、 蛍 光 増 幅 又 は 蛍 光 消 光 検
出 方 法 と し て デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の 特 に 好 ま し い 方 法 は 、 例 え ば 、 US
-A-4822733、 EP-B1-180492又 は EP-B1-539477及 び 本 出 願 で 引 用 さ れ る 公 知 技 術 に 記 載 さ れ
て い る よ う に 、 ペ ア で 用 い ら れ る べ き 検 出 試 薬 の 使 用 に 関 す る 。 こ の 方 法 に よ り 、 1つ の
免 疫 複 合 体 に お け る 両 方 の 標 識 コ ン ポ ー ネ ン ト を 含 む 反 応 生 成 物 の み を 、 反 応 混 合 液 中 で
直 接 、 選 択 的 に 求 め る こ と が で き る 。 例 と し て 、 TRACE（ 登 録 商 標 、 Time Resolved Ampli
fied Cryptate Emission） 又 は KRYPTOR（ 登 録 商 標 ） と し て 販 売 さ れ て い る 方 法 を 参 照 す
る こ と が で き 、 前 記 ア プ リ ケ ー シ ョ ン の 手 法 を 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 に よ っ て 、 中 間 領 域 （ す な わ ち 、 NT-proANPの 配 列 の 約 50か ら 9
0の ア ミ ノ 酸 領 域 、 特 に 、 53-83） に 両 方 結 合 す る 2つ の 抗 体 の 、 特 に 、 2つ の ア フ ィ ニ テ ィ
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精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 サ ン ド イ ッ チ タ イ プ の 購 入 可 能 な ア ッ セ イ と 比 較 し て
実 質 的 に 改 善 し た 感 度 を 有 す る ア ッ セ イ を 得 る こ と を 見 出 し た 。 こ の 言 質 は 、 以 下 に 示 す
よ う に 、 敗 血 症 の 診 断 だ け で な く 、 心 臓 病 の 診 断 領 域 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 多 く の 出 版 物 が 、 NT-proANPの 更 な る タ ン パ ク 質 分 解 産 物 と し て 、 NT-proANPの ア ミ ノ 酸
1-30に 対 応 す る 部 分 的 ペ プ チ ド 以 外 に 、 ア ミ ノ 酸 31-67及 び 79-98に 対 応 す る 2つ の 更 な る
部 分 的 ペ プ チ ド が 形 成 さ れ る こ と を 開 示 し て い る の で 、 特 に 、 最 後 の 知 見 に は 驚 か さ れ る
。 本 発 明 に よ る 方 法 を 用 い た 抗 体 は 、 既 知 の NT-proANP分 解 産 物 の 中 か ら 、 異 な る 分 解 産
物 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に よ っ て 使 用 し た 抗 体 を 用 い て 、 NT-proANP（ proANP1-98） の 末 端 を 認 識 す る 抗
体 を 使 用 す る 他 の サ ン ド イ ッ チ 方 法 を 越 え る 改 良 が 達 成 す る こ と が で き る と は 決 し て 予 想
で き な か っ た 。 文 献 に は 、 本 発 明 に よ る 抗 体 の た め の 両 方 の 結 合 部 位 を 含 む が 、 全 て の 既
知 の サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 結 合 の た め に 使 用 さ れ て い る N末 端 を 有 さ な い N
T-proANPの 部 分 的 な ペ プ チ ド は 、 全 く 開 示 さ れ て い な い 。 本 発 明 に よ り 得 ら れ る 、 実 質 的
に 改 善 さ れ た ア ッ セ イ 感 度 の 値 が 、 現 在 の と こ ろ 開 示 さ れ て い な い 分 解 ス キ ー ム に よ っ て
生 じ る NT-proANPの 分 解 が 原 因 で あ る か ど う か 、 又 は 、 選 択 さ れ た 結 合 部 位 が よ り 接 近 し
や す い か 、 及 び /又 は 、 よ り 強 く 選 択 的 に 結 合 で き る か 、 又 は 、 再 生 可 能 な 複 合 標 識 が 可
能 か 、 及 び /又 は 、 サ ン プ ル 中 の 分 解 様 式 が 結 合 に よ っ て 影 響 さ れ る か ど う か は 、 未 解 決
な 問 題 と し て 残 っ て い る 。 実 質 的 に 、 実 験 的 に 証 明 さ れ た 改 善 し た 測 定 結 果 は 、 本 発 明 の
部 分 で は な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に よ る ア ッ セ イ 方 法 は 、 ま た 、 特 に 有 利 な こ と に 、 い わ ゆ る 複 合 パ ラ メ ー タ ー 診
断 、 特 に 、 心 臓 病 の 診 断 領 域 及 び 敗 血 症 の 診 断 領 域 の 両 方 に お い て 実 施 す る こ と が で き る
と 推 測 さ れ る 。 更 に 、 こ れ に よ り 求 ま る パ ラ メ ー タ ー は 、 例 え ば 、 心 臓 病 パ ラ メ ー タ ー BN
P又 は proANP又 は 敗 血 症 パ ラ メ ー タ ー （ 例 え ば 、 抗 ガ ン グ リ オ シ ド 抗 体 、 タ ン パ ク 質 プ ロ
カ ル シ ト ニ ン 、 CA125、 CA19-9、 S100B、 S100Aタ ン パ ク 質 、 LASP-1、 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ
ン 断 片 、 特 に 、 CYFRA21、 TPS及 び /又 は 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン -1断 片 (sCY1F)、 ペ プ チ ド イ
ン フ ラ ミ ン 及 び CHP、 他 の ペ プ チ ド プ ロ ホ ル モ ン 、 グ リ シ ン N-ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
（ GNAT） 、 カ ル バ モ イ ル ホ ス フ ェ ー ト シ ン タ ー ゼ 1（ CPS1） 及 び C-反 応 性 タ ン パ ク 質 又 は
こ れ ら の 断 片 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ） で あ る 。 前 記 複 合 パ ラ メ ー タ ー ア ッ セ イ の 場 合
に お い て は 、 複 数 の パ ラ メ ー タ ー の 測 定 結 果 が 、 同 時 に 又 は 並 行 し て 求 め ら れ 、 例 え ば 、
診 断 上 重 要 な パ ラ メ ー タ ー 相 関 関 係 を 使 用 す る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム の 助 け を 借 り て
評 価 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 を 、 ア ッ セ イ コ ン ポ ー ネ ン ト の 調 製 の 記 載 、 ア ッ セ イ の 好 ま し い 実 施 態 様 の 手 順
の 記 載 、 並 び に 、 本 発 明 に よ る ア ッ セ イ を 用 い て 得 ら れ た 、 コ ン ト ロ ー ル の ヒ ト 及 び 心 臓
病 の 及 び 敗 血 症 の 患 者 の EDTA血 漿 に お け る proANPア ッ セ イ の 結 果 の 記 載 に よ り 、 よ り 詳 細
に 以 下 に 説 明 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ 実 験 セ ク シ ョ ン ）
（ 材 料 と 方 法 ）
　 最 初 に 、 proANP（ 配 列 番 号 ２ ） 又 は ヒ ト の NT-proANP（ 配 列 番 号 １ ） の 既 知 の ア ミ ノ 酸
配 列 の 2つ の セ グ メ ン ト （ こ れ ら の 部 位 53-72及 び 73-90に 対 応 ） を 、 そ れ ぞ れ 、 抗 体 を 得
る た め に 選 択 し た 。 そ の 後 で 、 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ の 結 果 に 基 づ き 、 配 列 73-90の 代 わ
り に 、 C末 端 で 短 く し た 配 列 73-83を 最 終 的 な 抗 体 回 収 に 用 い た 。 N末 端 に シ ス テ イ ン 残 基
を 加 え た 全 て の セ グ メ ン ト を 、 標 準 的 な 方 法 に よ り 、 可 溶 性 ペ プ チ ド と し て 化 学 的 に 合 成
し て 精 製 し 、 質 量 分 析 及 び 逆 相 HPLCを 用 い て 品 質 管 理 を 行 っ て 、 一 定 分 量 で 凍 結 乾 燥 し た
（ こ の 実 験 は 、 出 願 人 に 代 わ っ て 、 JERINI AG, Berlin, Germanyに よ っ て 行 わ れ た ） 。 合
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成 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は ：
ペ プ チ ド 「 MPCL21」 （ 部 位 53-72； 配 列 番 号 ３ ） ：
CPEVPPWTGEVSPAQRDGGAL
ペ プ チ ド 「 SPCL19」 （ 部 位 73-90； 配 列 番 号 ４ ） ：
CGRGPWDSSDRSALLKSKL
ペ プ チ ド 「 SPCL12」 （ 部 位 73-83； 配 列 番 号 ５ ） ：
CGRGPWDSSDRS
で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
（ 免 疫 ）
　 免 疫 す る 目 的 の た め に 、 PIERCE, Rockford, IL, USAの 取 扱 説 明 書 「 NIH ester maleimi
de crosslinkers」 に 従 っ て 、 ペ プ チ ド MPCL21及 び SPCL19を 、 MBS（ m-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ
ル -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル ） を 用 い て 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 KLH（ ス カ シ 貝
ヘ モ シ ア ニ ン ； keyhole limpet hemocyanin） に 結 合 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 、 ヒ ツ ジ を 以 下 の ス キ ー ム に 従 っ て 免 疫 し た ： そ れ ぞ
れ の ヒ ツ ジ に 、 最 初 に 100μ g（ 記 載 し た 質 量 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ペ プ チ ド 画 分 に 基 づ く
） の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 与 え 、 そ の 後 、 4週 間 間 隔 で 、 そ れ ぞ れ 50μ gの コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 与
え た 。 免 疫 を 開 始 し て か ら 4ヶ 月 か ら 、 700mlの 血 液 を 、 4週 間 間 隔 で ヒ ツ ジ か ら 取 り 出 し
、 遠 心 す る こ と に よ り 血 液 か ら 抗 血 清 を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 、 免 疫 及 び 抗 血 清 の 回 収 は 、 出 願 人 に 代 わ っ て 、 MicroPharm, Ca
rmarthenshire, UKに よ っ て 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
（ 抗 体 の 精 製 ）
　 1つ の 工 程 の 方 法 に お い て 、 免 疫 後 4ヶ 月 し て 得 ら れ た 抗 血 清 か ら 、 ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体
を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の 目 的 の た め 、 最 初 は ペ プ チ ド MPCL21及 び SPCL19を 、 そ し て 、 そ の 後 は 後 者 に 変 わ っ
て 、 よ り 短 い ペ プ チ ド で あ る SPCL12を 、 製 品 の 取 扱 説 明 書 （ PIERCE, Rockford, IL, USA
の 「 SulfoLink Kit」 ） に 従 っ て 、 SulfoLink Gelに 結 合 さ せ た 。 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て
、 結 合 の た め の ゲ ル 5ml当 り 、 5mgの ペ プ チ ド を 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ヒ ツ ジ 抗 血 清 か ら 得 ら れ 、 2つ の ペ プ チ ド MPCL21及 び SPCL19又 は SPCL12に 対 し て 特 異 的
な 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 は 、 以 下 の 方 法 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 各 SulfoLink Gelを 分 離 カ ラ ム に つ め た 。 得 ら れ た ペ プ チ ド カ ラ ム を 、 最 初 に 、 交 互 に 3
回 、 10mlの 溶 出 バ ッ フ ァ ー （ 50mMク エ ン 酸 、 pH2.2） 及 び 結 合 バ ッ フ ァ ー (100mMリ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム 、 0.1％ Tween、 pH6.8)を 用 い て 洗 浄 し た 。 100mlの 抗 血 清 を 、 0.2μ mフ ィ ル タ ー
に 通 し 、 そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド 結 合 ゲ ル に 、 前 記 抗 血 清 を 加 え た （ こ の 目 的 の た め 、 洗 浄 を
行 っ た カ ラ ム の ゲ ル は 、 10mlの 結 合 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 定 量 的 に リ ン ス し て お い た ） 。 ペ
プ チ ド 結 合 ゲ ル と 抗 血 清 の 反 応 は 、 振 と う し た フ ラ ス コ に お い て 室 温 で 一 晩 行 っ た 。 そ の
後 、 そ の バ ッ チ を 、 定 量 的 に 空 の カ ラ ム (NAP 25, Pharmacia, emptied)へ と 移 し た 。 流 れ
出 し た 物 質 は 捨 て た 。 そ の 後 、 タ ン パ ク 質 を 含 ま な い 250mlの 結 合 バ ッ フ ァ ー （ 前 記 参 照
） を 用 い て 洗 浄 し た （ 洗 浄 の 際 の 溶 出 液 の タ ン パ ク 質 含 量 は 、 0.02よ り 小 さ い 280nmの 吸
光 度 を 示 し た ） 。 そ の 後 、 溶 出 バ ッ フ ァ ー を 洗 浄 し た カ ラ ム に 加 え て 、 溶 出 液 を 1mlフ ラ
ク シ ョ ン に 集 め た 。 各 フ ラ ク シ ョ ン の タ ン パ ク 質 含 量 は 、 BCA方 法 (bicinchoninic acid;P
IERCE Chemical Technical Library, www.piercenet.comを 参 照 )に よ っ て 求 め た 。 フ ラ ク
シ ョ ン 4-7を 集 め 、 BCA方 法 を 用 い て 集 め た フ ラ ク シ ョ ン の タ ン パ ク 質 を 求 め た と こ ろ 、 抗
-MPCL21抗 体 と し て は 15.5mgの 収 率 、 及 び 、 抗 -SPCL12抗 体 と し て は 20.7mgの 収 率 が 得 ら れ
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た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 前 記 し た 方 法 に よ り 得 ら れ た 抗 体 の エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に よ り 、 ペ プ チ ド SPCL19を 用
い て 得 ら れ た ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 抗 体 が 、 実 質 的 に 、 も っ ぱ ら ア ミ ノ 酸 73-83の 領 域 の エ ピ
ト ー プ 、 す な わ ち 、 ペ プ チ ド SPCL12に 対 応 す る セ グ メ ン ト に 結 合 す る こ と を 見 出 し た 。 そ
れ ゆ え 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に お い て 、 ペ プ チ ド SPCL19を ペ プ チ ド SPCL12に 取 り 替 え た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
（ 標 識 ）
　 検 出 用 の 抗 体 を 調 製 す る た め に 、 取 扱 説 明 書 に 従 っ て 、 前 記 し た 方 法 で 精 製 し た 500μ l
の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 MPCL21抗 体 を 、 1mlの 100mMリ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH8.0)を 用 い
て NAP-5ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ Pharmacia） に 供 し た 。 抗 体 溶 液 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 求 め た と こ
ろ 、 1.5mg/mlの 値 で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 化 学 発 光 マ ー カ ー を 結 合 さ せ た 抗 体 を 供 給 す る た め に 、 10μ lの MA70ア ク リ ジ ニ ウ ム NHS
エ ス テ ル (1mg/ml;HOECHST Behring)を 132μ lの 抗 体 溶 液 に 加 え て 、 15分 間 室 温 で 反 応 さ せ
た 。 そ の 後 、 358μ lの 1Mグ リ シ ン を 加 え て 、 更 に 10分 間 反 応 さ せ た 。 更 に そ の 後 、 取 扱 説
明 書 に 従 っ て 、 標 識 反 応 を 行 っ た バ ッ チ を 、 移 動 相 A（ 1mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 、 10％ メ タ ノ ー
ル 、 0.1％ ル ブ ロ ー ル 、 0.1％ ア ザ イ ド 、 pH6.8） を 用 い て 、 NAP-5ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ Pharma
cia） に 供 し 、 低 分 子 量 成 分 を 除 い た 。 抗 体 に 結 合 し な か っ た 標 識 成 分 の 最 終 的 な 成 分 を
取 り 除 く た め に 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト を 用 い て HPLCを 行 っ た （ カ ラ ム ： Knauer, 10cm
× 8mmID, Ser No. LF230 Batch No.1250000A, hydroxylapatite Bio Rad 10μ m） 。 サ ン
プ ル を ア プ ラ イ し 、 移 動 相 A/移 動 相 Bの リ ニ ア グ ラ ジ エ ン ト を 用 い て 、 流 速 1ml/minで ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 500mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 、 10％ メ タ ノ ー ル 、 0.1％ ル ビ ロ ー ル 、 0.
1％ ア ザ イ ド 、 pH6.8の 溶 液 を 、 移 動 相 Bと し て 用 い た 。 フ ロ ー フ ォ ト メ ー タ ー を 用 い て 、
連 続 的 に 、 280nm及 び 368nmの 波 長 を 測 定 し た 。 368nm/280nmの 吸 光 度 比 は 、 抗 体 の 標 識 さ
れ た 程 度 を 反 映 し 、 ピ ー ク で 0.16で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 約 40％ の 移 動 相 Bで 溶 出 し た 、 抗 体 が 含 ま れ て い る フ ラ ク シ ョ ン を 、 3mlの 100mMリ ン 酸
ナ ト リ ウ ム 、 150mM NaCl、 5％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 、 0.1％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH7
.4中 に 集 め た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ の 溶 液 は 、 以 下 に 示 す 測 定 で 用 い る 、 ト レ ー サ ー コ ン セ ン ト レ イ ト (tracer concentr
ate)で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
（ カ ッ プ リ ン グ ）
　 本 発 明 に よ る ア ッ セ イ 方 法 の た め の 固 相 の 調 製 の た め に 、 照 射 殺 菌 5mlポ リ ス チ レ ン チ
ュ ー ブ を 、 最 初 に 、 以 下 の よ う に 、 ロ バ の 抗 ヒ ツ ジ IgG抗 体 （ Scantibodies） で コ ー ト し
た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 抗 体 を 、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH6.5で 希 釈 し 、 濃 度 を 16.7μ g/mlと し た 。 300μ lの
こ の 溶 液 を 、 そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し た 。 そ の 後 、 チ ュ ー ブ を 20時 間 、 22
℃ で 反 応 さ せ た 。 溶 液 を 吸 引 し て 除 去 し た 後 、 4.2mlの 10mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 2％ Karion
 FP、 0.3％ BSA、 pH6.5で 満 た し た 。 20時 間 後 、 同 様 に 、 溶 液 を 吸 引 し て 除 去 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ペ プ チ ド SPCL12に 結 合 す る 、 精 製 し た ヒ ツ ジ 抗 体 を 、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 50mM NaC
l、 0.1％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.05％ BSA、 pH7.8中 で 希 釈 し 、 濃 度 を 4.3μ g/mlと し た 。 300
μ lの こ の 溶 液 を 、 そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し た 。 そ の 後 、 チ ュ ー ブ を 20時
間 22℃ で 反 応 さ せ 、 溶 液 を 再 度 吸 引 し て 除 去 し た 。 そ の 後 、 そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ を 、 4.2m
lの 10mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 2％ Karion FP、 0.3％ BSA、 pH6.5で 満 た し た 。 20時 間 後 、 溶 液
を 吸 引 し て 除 去 し た 。 そ の 後 、 チ ュ ー ブ を 、 真 空 乾 燥 機 内 で 乾 燥 さ せ た 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
（ 本 発 明 に よ る イ ム ノ ア ッ セ イ 手 法 及 び イ ム ノ ア ッ セ イ の 評 価 ）
　 以 下 の 組 成 を 有 す る ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー を 測 定 に 用 い た ：
100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 150mM NaCl、 5％ BSA、 0.1％ 非 特 異 的 ヒ ツ ジ IgG、 0.1％ ア ジ 化 ナ
ト リ ウ ム 、 pH7.4。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 リ コ ン ビ ナ ン ト proANP(1-128)を 発 現 す る 大 腸 菌 (Invivo GmbH, Hennigsdorf, Germany)
の 抽 出 液 を 、 標 準 物 質 と し て 用 い た 。 標 準 溶 液 の 調 製 の た め に 、 こ の 抽 出 液 を 連 続 し て ウ
マ 標 準 血 清 （ SIGMA） を 用 い て 希 釈 し た 。 使 用 し た 標 準 物 質 の 希 釈 に 対 応 し て 、 任 意 の pro
ANPの 濃 度 を 、 調 製 し た 標 準 溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 明 ら か に 健 康 な ヒ ト の EDTA血 漿 、 敗 血 症 の 患 者 の EDTA血 漿 及 び 狭 心 症 の 患 者 の EDTA血 漿
を 、 サ ン プ ル と し て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の 目 的 の た め 、 測 定 の 第 一 の 工 程 に お い て 、 二 重 測 定 で 、 200μ lの ア ッ セ イ バ ッ フ ァ
ー 、 及 び 、 20μ lの 標 準 又 は サ ン プ ル を コ ー ト し た チ ュ ー ブ に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し た 。 そ の
後 、 一 晩 22℃ で 攪 拌 し な が ら 反 応 を 行 っ た 。 そ の 後 、 そ れ ぞ れ チ ュ ー ブ 当 り 、 1mlの 洗 浄
溶 液 （ 0.1％ Tween20） を 用 い て 4回 洗 浄 を 行 い 、 洗 浄 液 を 除 去 し た 。 そ の 後 、 200μ lの 1:1
000に 希 釈 し た 、 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー 中 の 前 記 ト レ ー サ ー コ ン セ ン ト レ イ ト を そ れ ぞ れ の
チ ュ ー ブ に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し た 。 2時 間 22℃ で 攪 拌 し な が ら 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 そ れ ぞ
れ チ ュ ー ブ 当 り 、 1mlの 前 記 洗 浄 溶 液 を 用 い て 4回 洗 浄 を 行 い 、 洗 浄 液 を 除 去 し 、 最 終 的 に
、 チ ュ ー ブ に 結 合 し た 化 学 発 光 は 、 ル ミ ノ メ ー タ ー (BERTHOLD, LB952T;base reagents BR
AHMS AG)内 で 、 テ ー ラ ー メ イ ド の 方 法 で 測 定 し た 。 MultiCalc(spline fit)ソ フ ト フ ェ ア
を 用 い て 、 サ ン プ ル の proANP濃 度 を 、 標 準 曲 線 か ら 求 め た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 健 康 な ヒ ト の EDTA血 漿 （ コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル ） 、 敗 血 症 の 患 者 の EDTA血 漿 及 び 狭 心 症
の 患 者 の EDTA血 漿 中 の 、 本 発 明 を 用 い た proANP測 定 に よ っ て 得 ら れ た 結 果 を 、 図 １ に 示 す
。 用 い た カ ッ ト オ フ 値 は 、 健 康 な ヒ ト 全 体 に 対 し て 100％ 及 び 健 康 な ヒ ト 全 体 に 対 し て 90
％ が 、 そ れ ぞ れ 、 ネ ガ テ ィ ブ （ カ ッ ト オ フ と し て 選 択 し た 閾 値 よ り 低 い 測 定 値 ） と し て 検
出 さ れ る よ う に 選 択 し た 2つ の 閾 値 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 同 じ サ ン プ ル を 、 ま た 、 市 販 の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ (BIOMEDICA;A-1210 Vienna)を 用
い て 、 製 品 の 取 扱 説 明 書 （ proANP1-98の た め の 取 扱 説 明 書 ） に 従 っ て 測 定 し た 。 結 果 を 図
２ に 示 し 、 カ ッ ト オ フ 値 は バ ッ フ ァ ー と し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 図 ３ に お い て は 、 敗 血 症 の 患 者 に お け る 測 定 の た め の 前 記 2つ の ア ッ セ イ に よ り 得 ら れ
た 結 果 を ROCカ ー ブ を 用 い て 比 較 し た も の で あ り 、 心 臓 疾 の 患 者 の 結 果 に つ い て は 図 ４ で
比 較 し た 。 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て 、 そ れ ぞ れ の ROCカ ー ブ の 直 接 的 に 最 適 に 明 ら か な AUC
値 （ 図 ３ の 説 明 を 参 照 せ よ ） を 指 針 と し て 使 用 す る な ら ば 、 本 発 明 に よ る 方 法 が 、 統 計 的
な 関 連 性 の 観 点 で 実 質 的 に 優 れ た 測 定 値 を 与 え る こ と が 直 接 的 に 示 す こ と が で き る 。
[参 考 文 献 ]
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 本 発 明 に よ る proANPア ッ セ イ を 用 い た 、 健 康 な ヒ ト の コ ン ト ロ ー ル グ ル
ー プ 、 敗 血 症 の 患 者 の グ ル ー プ 、 及 び 、 狭 心 症 の 患 者 の グ ル ー プ に お け る proANPの 同 定 結
果 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 proANPの ア ミ ノ 酸 10-19及 び 85-90に 結 合 す る 2つ の 抗 体 を 用 い た 、 市 販
の proANPサ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 用 い て 得 ら れ た 、 図 １ と 同 じ サ ン プ ル の 対 応 す る 測 定 結
果 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 図 １ 及 び 比 較 の た め の 図 ２ に よ る proANPア ッ セ イ の 感 度 及 び 特 異 性 を 示
す 、 い わ ゆ る ROCカ ー ブ （ 受 信 者 動 作 特 性 プ ロ ッ ト ； Receiver Operating Chracteristic 
Plots） を 示 す 。 図 に よ り 、 敗 血 症 の 場 合 に お い て 比 較 さ れ た ア ッ セ イ を 用 い て 、 ア ッ セ
イ の 値 を 比 較 す る こ と が で き る 。 ROCカ ー ブ に お い て は 、 相 当 す る カ ー ブ と 45゜ の 角 度 の
直 線 の 間 の 領 域 は 、 ア ッ セ イ の 統 計 的 な 関 連 性 の 特 性 と し て 見 る こ と が で き る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 図 ３ に 対 応 す る 図 で あ り 、 狭 心 症 の 場 合 に お い て 比 較 さ れ た ア ッ セ イ を
用 い て 、 ア ッ セ イ の 値 の 比 較 を 比 較 す る こ と が で き る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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